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1.1-Epigenética 
Los días 15 y 16 de febrero de 2001 se publicaron, en la revista Nature y 
Science respectivamente, los trabajos sobre la secuenciación inicial del genoma 
humano (1, 2), cuya versión se consideró definitiva en 2004. No obstante, a 
día de hoy sigue sin resolverse la pregunta sobre cómo se dirige la expresión 
espacio-temporal de los genes (3). Todas las células del cuerpo humano 
contienen una copia idéntica del genoma pero aun así, existen más de 200 
tipos celulares distintos. Cómo se controla que un conjunto limitado de genes 
se expresen con distintos niveles en diferentes tipos celulares resulta la 
pregunta crítica (4). 
La secuencia primaria del genoma es la base para entender cómo se lee el 
programa genético. Sin embargo, existe una capa de información adicional, 
denominada "epigenética", que permite regular cómo se manifiesta en 
distintas fases del desarrollo, tejidos o enfermedades (5). Esta información 
epigenética se almacena mediante diversos mecanismos: modificaciones 
químicas tanto de la secuencia nucleotídica como de las proteínas que 
empaquetan el genoma, secuencias de ARN no codificantes y redes de factores 
de transcripción regulatorios (6–10). De esta forma, mientras la secuencia 
primaria del genoma humano está conservada en todos los tipos celulares, la 
configuración epigenómica de cada célula es distinta, dando lugar a una 
expresión génica y funciones biológicas diferenciales (4, 11–13).  
 
En los últimos quince años, el interés por el estudio de los mecanismos 
epigenéticos ha crecido de forma exponencial, como podemos observar por el 
número de trabajos publicados (Figura 1), impulsado por los rápidos avances 
tecnológicos. Durante este tiempo, importantes consorcios internacionales 
han surgido para enfrentarse a los retos de los análisis epigenómicos (4)(Tabla 
1). 
 
 
 
 
 
Figura 1: Número de publicaciones por año 
sobre epigenética 
Número de artículos indexados en PubMed que 
contienen en su título o resumen las palabras 
"epigenetics" y/o "epigenomics". 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 
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Tabla 1: Consorcios epigenómicos internacionales  
Proyecto Inicio Afiliaciones Objetivos Referencia 
Encyclopedia of 
DNA Elements 
(ENCODE) 
2003 NIH Estudio de la 
configuración 
epigenómica de 100 
tejidos humanos 
primarios y líneas 
celulares. 
(14) 
The Cancer Genome 
Atlas (TCGA) 
2006 NIH Metilomas de ADN 
de 1000 muestras de 
cáncer. 
(15) 
Roadmap 
Epigenomics Project 
2008 NIH Estudio de la 
configuración 
epigenómica de 
cientos de células 
primarias normales 
y células madre. 
(16) 
International Cancer 
Genome Consortium 
(ICGC) 
2008 15 países, incluye a 
TCGA 
Perfiles de 
metilación del ADN 
de miles de 
muestras de 50 tipos 
de cáncer. 
(17) 
International 
Human Epigenome 
Consortium (IHEC) 
2010 7 países, incluye a 
BLUEPRINT y 
Roadmap 
Epigenomics 
1000 Epigenomas 
de 250 tipos 
celulares 
(18) 
Adaptada de Rivera y Ren (4). 
 
La primera secuenciación del genoma humano,  identificó únicamente un 
1,5% de la secuencia como codificante de proteína, quedando por resolver la 
funcionalidad del 98,5% restante, al que en algunas ocasiones se ha 
denominado ADN "basura" (1, 2). Gracias a investigaciones en el campo de la 
epigenética, que han permitido generar un número importante de mapas 
epigenómicos, se ha inferido que casi la mitad del genoma puede realizar 
actividades bioquímicas específicas y tiene potenciales funciones de regulación 
(14, 19). 
 
El término "epigenética", acuñado originalmente por Conrad Waddington en 
1942, describía los cambios heredables de un fenotipo celular que eran 
independientes de alteraciones en la secuencia del ADN (20). No obstante, en 
la actualidad no existe una definición que no resulte ambigua y exenta de 
debate (21, 22). En el presente trabajo, se entenderá como proceso epigenético 
aquél en el que se afecta de forma estable la expresión génica mediante 
mecanismos que no implican alterar la secuencia primaria nucleotídica. Así 
mismo, un estado epigenético será la configuración de las marcas de la 
cromatina y el ADN utilizadas por este proceso (23). 
 
Introducción 
| 5 
 
1.2-Mecanismos y marcas epigenéticas 
Para entender la regulación epigenética es necesario visualizar el ADN de los 
organismos eucariotas no de forma libre en cada una de nuestras células, sino 
formando parte de un complejo macromolecular, llamado cromatina, 
asociado a unas proteínas denominadas histonas. La función principal que se 
le asigna a la cromatina es la condensación y empaquetado del material 
genético (24). No obstante, es también el sustrato de los modificadores 
epigenéticos y su papel en la regulación transcripcional resulta fundamental. 
La unidad funcional básica de la cromatina es el nucleosoma, que consiste en  
un octámero de histonas alrededor del cual se enrollan 147 pares de bases de 
ADN, dando aproximadamente 1,8 vueltas. El octámero lo conforman dos 
copias de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4. Tradicionalmente, se 
han definido dos formas o estados de la cromatina: 
∗ Heterocromatina. Se encuentra altamente condensada y localizada 
sobre todo en la periferia del núcleo. Contiene principalmente genes 
inactivos. 
∗ Eucromatina. Ligeramente compactada y abierta, contiene la mayoría 
de genes activos.  
 
La cromatina exhibe una gran plasticidad debida a un conjunto de 
modificaciones químicas que se producen en las histonas y el ADN. Estas 
alteraciones influyen tanto en las propiedades físico-químicas de la cromatina 
como en su estructura, determinando su accesibilidad y funcionalidad. Entre 
estas modificaciones destaca la metilación del ADN, que evita la unión de 
factores de transcripción mediante impedimento estérico, provocando el 
silenciamiento genético. Adicionalmente, la metilación está implicada en el 
reclutamiento de proteínas represoras capaces de reconocer las posiciones 
metiladas gracias a dominios de reconocimiento específicos (25). Por otro 
lado, las modificaciones en las colas de las histonas tienen un efecto en la 
compactación de los nucleosomas y en la unión de éstos al ADN, provocando 
que la cromatina se enrolle o desenrolle en función de los grupos químicos 
añadidos. Un ejemplo es la acetilación de las lisinas, que neutraliza la carga 
básica de éstas reduciendo la fuerza de unión al ADN y haciéndolo más 
accesible a factores de transcripción. Otra actividad crítica de las 
modificaciones de las colas de histonas es el reclutamiento o bloqueo, en 
función de la modificación, de proteínas que actúan sobre la cromatina. Estas 
proteínas presentan actividades enzimáticas que modifican la cromatina 
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permitiendo procesos tales como la transcripción, replicación o reparación del 
ADN (26). 
 
En la regulación de la cromatina y los procesos epigenéticos intervienen otros 
mecanismos de actuación a parte de la metilación y las marcas de histonas. 
Existen ARNs no codificantes que regulan la expresión de determinados genes 
de una forma específica mientras que otros, se encargan de mantener 
silenciados a los elementos repetitivos durante procesos de desmetilación 
global. Por otro lado, los complejos remodeladores de la cromatina son los 
encargado de desplazar los nucleosomas distancias cortas, gracias a su 
actividad ATPasa. Este movimiento crea zonas accesibles para que 
determinados factores de transcripción puedan unirse (27, 28). 
Adicionalmente, los nucleosomas pueden incluir variantes estructurales de las 
histonas, que provocan consecuencias funcionales. La variante H2A.Z, por 
ejemplo, reduce la estabilidad del nucleosoma y se asocia a zonas específicas 
del genoma dotando a la cromatina de una conformación más abierta (24). 
 
A continuación se describirán las principales marcas epigenéticas. Debido al 
especial interés de la metilación del ADN en el presente trabajo, ésta se tratará 
con mayor profundidad. Por otro lado, Los complejos remodeladores de la 
cromatina y las variantes de histonas no serán tratados. Para una mayor 
información referirse a Felsenfeld y Groudine (24). 
 
 
1.2.1-Metilación del ADN 
La metilación del ADN es una de las modificaciones epigenéticas más 
estudiadas y cuyo mecanismo de acción es más conocido. Resulta la principal 
modificación epigenética en mamíferos (8, 29) y está relacionada con el 
silenciamiento transcripcional. Se produce gracias a la acción de enzimas con 
actividad metiltransferasa que catalizan la transferencia de un grupo metilo 
desde un cosustrato, SAM (s-adenosilmetionina), a la posición 5' de la citosina 
A lo largo del texto se indican diversas modificaciones de las colas de las 
histonas. Para facilitar la lectura se indican las posiciones modificadas más 
frecuentes: 
• H3K4: Lisina 4 de la histona H3. 
• H3K9: Lisina 9 de la histona H3 
• H3K27: Lisina 27 de la histona H3 
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(Figura 2). La encontramos conservada en los reinos eucariotas de animales, 
plantas y hongos (29, 30). En mamíferos se encuentra restringida 
principalmente a la citosina del dinucleótido CpG (31, 32). La simetría de esta 
secuencia, teniendo en mente la cadena complementaria, ayuda a la 
conservación de la metilación a lo largo de las divisiones celulares. 
 
 
Figura 2: Estructura de la citosina y 5-metilcitosina 
Un grupo metilo se transfiere desde un dador, SAM (s-adenosilmetionina), a la posición 5' de la citosina.  
Fuente: Wikipedia (33). 
 
1.2.1.1-Establecimiento y mantenimiento de la metilación 
Tres enzimas conservadas, DNMT1, DNMT3A y DNMT3B (DNA 
methyltransferase 1, 3A y 3B respectivamente), son las responsables de la 
implantación y mantenimiento de la metilación del ADN (34, 35). Existe otra 
variante, DNMT3L, homólogo estructural de DNMT3A y DNMT3B que no 
presenta actividad catalítica pero participa en los procesos de metilación 
formando complejos con las DNMTs activas (36, 37). 
 
La primera en ser identificada y aislada fue la DNMT1 (38). Esta enzima, 
encargada de la propagación simétrica de la metilación durante la mitosis, 
reconoce la cadena naciente opuesta a una posición metilada y transfiere un 
grupo metilo a la citosina del nuevo dinucleótido CpG. La DNMT1 se expresa 
de forma constitutiva en células que se están dividiendo y es más abundante 
durante la fase S del ciclo celular (39), momentos en los que se produce una 
mayor síntesis de ADN. Su especificidad se debe a las interacciones que 
establece con el PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen ), que la recluta 
hacia sitios de replicación del ADN, y UHRF1 (Ubiquitin-like, containing PHD 
and RING finger domains), que se une al ADN hemimetilado (40–42)(Figura 
3). Esta unión es selectiva hacia el ADN parental de forma que DNMT1 
obtiene la orientación adecuada para metilar únicamente la cadena naciente 
(43, 44). Esta preferencia estructural evita que se produzcan actividades 
espurias no deseadas (45). 
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El complejo ternario PCNA-UHRF1-DNMT1 forma parte de un complejo aún 
mayor que contiene varias enzimas asociadas a cromatina. Estas  enzimas 
promueven la degradación de DNMT1, vía proteosomal, a menos que existan 
otras marcas asociadas a heterocromatina (46, 47). De esta manera 
únicamente se metila el nuevo ADN en las mismas posiciones que el parental, 
asegurando la fidelidad y precisión para el mantenimiento de la configuración 
de la metilación del ADN(12). 
 
 
Figura 3: Mantenimiento de la metilación por acción de la DNMT1 
El complejo PCNA-UHRF1-DNMT1 se encarga de metilar el ADN hemimetilado. Aunque DNMT1 es la 
principal enzima de mantenimiento de la metilación, las enzimas DNMT3s participan también la 
metilación del DNA naciente. 
Adaptada de Jones y Liang (48). 
 
Sin embargo, la enzima DNMT1 tiene una actividad metiltransferasa de novo 
muy reducida debido a su baja afinidad y actividad catalítica sobre ADN 
desmetilado (45, 49). En este caso, son las enzimas DNMT3A y DNMT3B las 
que se han identificado como las encargadas de esta tarea. Interesantemente, 
se ha observado que ambas participan también en el mantenimiento de la 
metilación (48)(Figura 4). 
Experimentos de knock-out de DNMT3A y DNMT3B han mostrado su 
indispensable papel en el establecimiento de los patrones de metilación en las 
fases iniciales del desarrollo (34, 35, 50). Estas enzimas contienen un dominio 
denominado ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L) que reconoce la histona H3 no 
modificada. A su vez, este dominio es inhibido por marcas epigenéticas de 
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activación, tales como la metilación de H3K4 y la presencia de la variante 
H2A.Z de la histona H2 (51–54). 
Por otro lado, DNMT3A y DNMT3B interaccionan con otros silenciadores 
epigenéticos también implicados en la heterocromatinización del ADN. 
Ambas forman un complejo con G9A, una dimetiltransferasa de H3K9, y el 
remodelador nucleosomal LSH (Lymphoid-specific helicase). G9A estabiliza y 
acelera la represión (55, 56) mientras que LSH se encarga de proporcionar 
nucleosomas para el silenciamiento (57–60) (Figura 4). No obstante, se ha 
observado que la unión de G9A es suficiente para iniciar la metilación del 
ADN (55, 56). Este hecho sugiere un modelo donde la metilación de H3K9 
inicia la heterocromatinización de una región y la metilación del ADN asegura 
el silenciamiento de larga duración (12). 
 
 
Figura 4: Metilación y silenciamiento de promotores 
Factores de transcripción represores (FT) dirigen el reclutamiento del remodelador nucleosomal LSH, la 
histona de unión H1, la HP1 (Heterochromatin Protein 1), la H3K9 metiltransferasa [se muestra el complejo 
G9A-GLP (G9A-like-protein)] y las DNMT3. 
Adaptada de Smith y Meissner (12). 
 
Tan importante es que se produzca la metilación de regiones que deben 
silenciarse como mantener desmetiladas las zonas activas. Durante mucho 
tiempo se especuló sobre la existencia de una desmetilación activa o si, por el 
contrario, únicamente se producía de forma pasiva a través de las divisiones 
celulares. Ahora se ha podido demostrar que existe un mecanismo activo de 
desmetilación pero éste requiere de la división celular y de los sistemas de 
reparación del ADN que finalmente provocan la escisión de la citosina 
metilada (61, 62) (Figura 5). Las enzimas principales implicadas en este 
mecanismo son las dioxigenasas Ten Eleven Translocation (TET). Deben su 
nombre a que fueron descubiertas por su implicación en leucemia mieloide 
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causada por una translocación del gen TET1, situado en el cromosoma 10, con 
el gen MLL, en el cromosoma 11 (63, 64). Estas proteínas son capaces de 
oxidar la metilcitosina a hidroxi-, formil- o carboxi-citosina. Una vez 
formados, estos intermediarios facilitan la desmetilación principalmente de 
dos formas. Por un lado, bloquean el complejo DNMT1/UHRF1 evitando el 
mantenimiento de la metilación. La posterior división acaba provocando una 
desmetilación pasiva (65). Por otro lado, la carboxicitosina y la formilcitosina 
son el sustrato para la TDG (Thymine-DNA glycosylase) y el sistema de 
reparación del ADN por escisión de base (BER) que concluyen con la citosina 
desmetilada (66–70)(Figura 5). 
 
 
Figura 5: Mecanismos de desmetilación de la 5-metilcitosina 
Sucesivas rondas de oxidación de la 5-metilcitosina por parte de las proteínas TET dan lugar a los 
intermediarios: 5- hidroxi-, formil- o carboxi-citosina. Estos intermediarios se reconvierten a citosina 
mediante mecanismos pasivos o por la acción de la TDG y el mecanismo de reparación del ADN por 
escisión de base (BER).  
Adaptada de Huang y Rao (65). 
 
Por otra parte, TET1 se une a promotores asociados a islas CpG (descritas en 
el siguiente apartado) de genes tanto constitutivos como de desarrollo. Esta 
unión se produce incluso cuando no hay metilación, sugiriendo que TET1 
puede unirse a complejos más grandes que actúan como correctores 
epigenéticos (71, 72). 
 
Las actividades de las enzimas DNMT y TET, junto a los complejos de los que 
forman parte, aseguran el mantenimiento y propagación de la configuración 
epigenética de la metilación. 
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1.2.1.2-Distribución de la metilación 
Aunque la metilación de la citosina es una marca epigenética ampliamente 
conservada, su distribución en el genoma de distintos grupos de organismos 
presenta configuraciones muy diferentes (Tabla 2). En efecto, el patrón de 
metilación encontrado en el grupo de los vertebrados, con una metilación 
global a lo largo de todo el genoma, excepto en unas zonas denominadas islas 
CpG (descritas a continuación) (6, 73), no puede extrapolarse al resto de 
eucariotas. En hongos encontramos metilados únicamente los elementos 
repetitivos (74). En los animales invertebrados, el patrón más frecuente es una 
metilación en mosaico, con zonas metiladas interrumpidas por dominios 
libres de metilación (75, 76) (Figura 6). En mamíferos, el 70-80% de las 
citosinas en contexto CpG están metiladas. Finalmente, los niveles de 
metilación más altos los encontramos en algunas especias de plantas, con 
hasta un 50% de todas las citosinas, no únicamente en contexto CpG, del 
genoma metiladas (77). 
 
Tabla 2: Patrones de metilación en varios filos eucariotas 
 Patrón general Secuencia 
metilada 
Metilación de 
transposones 
Metilación de 
cuerpos génicos 
Plantas Mosaico CG, CNG y CNN Sí Sí 
Hongos Mosaico CNN Sí No 
Invertebrados: 
insectos 
Mosaico CG (casos de CT y 
CA) 
No determinado Sí 
Invertebrados: 
deuterostomas 
Mosaico CG Sí Sí 
Vertebrados Global CG Sí Sí 
Adaptada de Suzuki y Bird (29). 
 
En el presente trabajo estudiaremos la metilación en humanos. Por este 
motivo, la configuración que describimos es la común al grupo de los 
vertebrados, específicamente el de los mamíferos. Como ya se ha comentado, 
éstos presentan un patrón de metilación global. No obstante, la distribución 
de las citosinas metiladas es asimétrica. En el genoma, el dinucleótido CpG se 
encuentra infrarrepresentado. Aparece únicamente con una frecuencia del 
20% de la que se esperaría por la composición de las bases (1). El motivo 
principal es la desaminación espontánea de la citosina y en especial, de la 5-
metilcitosina, que produce un cambio de base a timina. Si se repara 
incorrectamente se da lugar a una mutación del tipo transición con un efecto 
general del incremento en los dinucleótidos TpG y CpA a cambio de los CpG 
(78). 
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Figura 6: Distribución de la metilación en plantas, hongos y animales 
En la imagen se muestran en gris las zonas metiladas y en amarillo las desmetiladas. Las cajas rojas 
representan transposones. En hongos se observa una distribución en mosaico donde la metilación afecta 
principalmente a estos elementos. Por otro lado, la distribución en mosaico de plantas y animales 
invertebrados muestra, principalmente, regiones desmetiladas salpicadas por zonas metiladas. A diferencia 
de estos casos, en vertebrados la metilación es global excepto en ciertas regiones, como islas CpG, y los 
elementos repetitivos se encuentran metilados así como cuerpos génicos y ADN intergénico. 
Adaptada de Suzuki y Bird (29). 
 
Existen, no obstante, unas regiones en el ADN que representan entre un 1 y 
2% del genoma, con una frecuencia cercana a la esperada. A estas zonas se las 
conoce como islas CpG (CGi) y se encuentran asociadas a las regiones 
promotoras del 60-70% de los genes del genoma humano (1, 79–82). Aunque 
de forma más minoritaria, también se pueden encontrar dentro del propio 
cuerpo del gen (83) (Figura 7) o incluso en desiertos génicos. Las islas CpG 
tienen un papel muy importante en la regulación de la expresión génica y por 
ello tienden a estar protegidas contra la metilación y su eliminación por 
mutación. La gran mayoría de las islas en el genoma de células somáticas 
permanecen desmetiladas (11). 
Fueron identificadas tras digerir enzimáticamente ADN genómico de ratón 
con la enzima de restricción HpaII, cuya diana de reconocimiento es CCGG 
(84). Posteriormente, tras la secuenciación del genoma humano se utilizaron 
métodos computacionales para predecirlas en función de las características 
estructurales observadas (80, 85). Estas características son: 
• Tamaño igual o superior a 200 pares de bases. 
• Contenido G + C igual o superior al 50%. 
• La frecuencia de CpG (observado/esperado) igual o superior a 0,6. 
 
Esta definición no está exenta de debate y han aparecido otras modificando los 
valores para los parámetros, los métodos computacionales de análisis (86) e 
incluso mediante el uso de técnicas experimentales adicionales (87). No 
obstante, la definición de Gardiner-Garden y Frommer (85) ha sido la 
utilizada ampliamente incluyendo el consorcio internacional del proyecto 
ENCODE (88). 
 
 
Introducción 
| 13 
 
 
Figura 7: Distribución de islas CpG 
En la imagen se representan los dinucleótidos CpG mediante líneas verticales negras y las islas pueden 
apreciarse como agrupaciones densas de éstas. En muchos genes la isla se encuentra asociada únicamente su 
región promotora (A). Otros pueden presentar estructuras más complejas como el (B), donde se observan 
varias islas (ii-iv) asociadas a promotores alternativos (P2-P3) e incluso una asociada a un transcrito 
antisentido (v). 
Adaptada de Illingworth y Bird (89). 
 
En aquellos genes activos que presentan islas CpG en sus TSSs (Transcription 
Start Sites) puede observarse, a parte de la isla desmetilada, la región 
promotora desprovista de nucleosomas, NDR (Nucleosome Depleted Region). 
Ooi et al (52) mostraron que para darse la metilación de novo, DNMT3A 
forma una estructura con DNMT3L en forma de caja que acomoda un 
nucleosoma. Una zona desprovista de nucleosomas evitaría la unión de este 
complejo y por tanto, la metilación. Además, esta región NDR se encuentra 
flanqueada por nucleosomas que contienen la variante de histona H2A.Z y 
que están marcados con trimetilación de H3K4 (90). Tal y como se ha 
comentado en el apartado anterior, estas marcas en las zonas flanqueantes son 
también inhibidoras del complejo de metilación. Adicionalmente, la proteína 
TET se encuentra presente. Ésta tendría como función corregir cualquier 5-
metilcitosina que se produjera. Estos mecanismos se encargan de garantizar el 
mantenimiento del estado desmetilado (Figura 8). Por otro lado, en la 
represión de estos genes con islas CpG en sus zonas promotoras, se han 
observado varios tipos de mecanismos de inactivación, como por ejemplo la 
metilación de H3K27 por parte del complejo represor Polycomb. Además, en 
aquellos que deben silenciarse de forma permanente, sus islas CpG asociadas a 
los promotores son metiladas (11). Ambos mecanismos se comentarán en la 
sección del papel de la epigenética en el desarrollo. 
 
Por el contrario, los genes cuyas zonas promotoras no contienen islas CpG no 
muestran un patrón de metilación claro y no se conoce el papel que la 
metilación representa. Existen estudios que asocian la metilación a 
silenciamiento (91) y otros, todo lo contrario (92). 
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Figura 8: Metilación en promotores con islas CpG y cuerpos génicos 
En los promotores con islas CpG el estado de desmetilación se mantiene mediante varios mecanismos. La 
presencia de marcas de activación, como la trimetilación de H3K4, y de la variante de histona H2A.Z evitan 
la unión del complejo de metilación. Adicionalmente, la falta de nucleosomas en la región NDR evita la 
actuación de las DNMT3s. Finalmente, proteínas de la familia TET se encargan de corregir cualquier 
metilación espuria. Por otro lado, el ADN se mantiene metilado en los cuerpos génicos y en el ADN 
repetitivo. En el primer caso debido a la unión de DNMTs y en el segundo, por la actuación de mecanismos 
que involucran piwi-RNAs (piRNAs) (comentado en secciones posteriores). 
Adaptada de Jones (11). 
 
A diferencia de los promotores, los cuerpos génicos tienden a tener poca 
cantidad de dinucleótidos CpG y estar poblados de elementos repetitivos. No 
obstante, aunque no se conoce su función, existen también ejemplos de islas 
CpG en estas regiones. Se ha propuesto que pueden tratarse de promotores 
"huérfanos" utilizados durante las primeras fases del desarrollo. La protección 
del estado desmetilado durante esa fase evitaría su mutación a timinas de las 
citosinas y la desaparición de la isla (93). 
 
1.2.1.3-Funciones de la metilación 
La función principal asociada a la metilación es el silenciamiento 
transcripcional. En los genes regulados mediante isla CpG, una vez ésta se 
encuentra metilada y los nucleosomas ensamblados, la transcripción no puede 
iniciarse (94–96). No obstante, este efecto represor ocurre únicamente cuando 
la metilación afecta a la región promotora. En los cuerpos génicos se observa 
el comportamiento contrario. Las islas presentes dentro del gen pueden 
encontrarse totalmente metiladas sin que la elongación del transcrito se vea 
afectada. Incluso se ha observado que está metilación está asociada 
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positivamente a la transcripción (83). La posible función de esta metilación 
dentro del gen sigue sometida a debate. No obstante, existen fuertes evidencias 
de que esta metilación resulta un mecanismo de silenciamiento de los 
elementos repetitivos (97). Evitando la transcripción de éstos, se facilitaría la 
del gen (83). 
 
Se conocen varios procesos donde el silenciamiento asociado a metilación 
juega un papel determinante: 
 
1. Inactivación del cromosoma X: Las hembras de los mamíferos 
presentan dos cromosomas X mientras que los machos, únicamente 
uno. Esto genera un problema de compensación de dosis que la 
naturaleza ha resuelto inactivando una de las copias en hembras. La 
elección del cromosoma X a inactivar se produce al azar (98) y están 
implicados un conjunto de ARNs no codificantes finamente 
regulados. Éstos se encuentran en una región conocida como XIC (X 
chromosome Inactivation Center) (99) y el más destacado es XIST (X-
inactive specific transcript) (100). La selección del cromosoma X a 
inactivar ocurre en las primeras fases de desarrollo embrionario (101, 
102). Esta inactivación se produce mediante la progresiva pérdida de 
las modificaciones activadoras de las histonas como la metilación de 
H3K4, reclutamiento del complejo PRC2 (Polycomb Repressive 
Complex 2) y la acumulación de marcas epigenéticas represivas como 
la trimetilación de H3K27 y la dimetilación de H3K9 (103–106). 
Finalmente, la región es metilada estableciendo un bloqueo completo 
de la expresión (107). Esta configuración de la metilación debe 
mantenerse a través de las divisiones celulares para evitar la 
reactivación del cromosoma X inactivo. La enzima DNMT1, 
presentada en el apartado anterior, se encarga del mantenimiento de 
este estado silenciado. 
 
2. Imprinting génico: De forma parecida a la inactivación del 
cromosoma X, existe un conjunto de genes donde uno de los dos 
alelos se inactiva. No obstante, a diferencia del cromosoma X donde la 
selección es estocástica, la selección es debida al origen, paterno o 
materno, del alelo. Es decir, algunos genes únicamente expresaran el 
alelo materno, mientras el paterno está silenciado, y viceversa (108). 
En humanos, existen alrededor de 150 genes, entre codificantes de 
proteínas y ARN no codificantes, con este sistema de control de su 
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expresión (109). Estos genes tienden a estar agrupados formando 
clústeres que se encuentran regulados por una sección denominada 
ICR (Imprinting Control Region) (110). El estado de metilación del 
ICR determina la expresión de los genes que forman el clúster. Éste 
debe ser estable y heredable a través del desarrollo (111–113). No 
obstante, no existe un único mecanismo definido, sino que depende 
de cada ICR y un estado metilado no siempre indica un 
silenciamiento (111). Un ejemplo son el par de genes H19 e Igf2, 
ambos controlados por el mismo ICR. Cuando éste se encuentra 
desmetilado, caso materno, se permite la unión de CTCF, una 
proteína aisladora, que bloquea el acceso de enhancers al gen Igf2 y 
éste no se expresa. En cambio, cuando el ICR se encuentra metilado, 
origen paterno, CTCF no puede unirse e Igf2 puede expresarse. 
Adicionalmente, la metilación del ICR se extiende hasta H19 
bloqueando su transcripción (114–117). Por otro lado, existen otros 
mecanismos de regulación que actúan sobre ARNs no codificantes 
que a su vez controlan la expresión de otros genes (118). 
 
3. Represión de transposones: Se calcula que aproximadamente el 40% 
del genoma de los mamíferos está constituido por estos elementos 
repetitivos. Existen tres clases principales: LINEs, SINEs y LTRs (long 
interspersed nuclear elements, short interspersed nuclear elements y 
long terminal repeats, respectivamente) (119). 
Los elementos repetitivos pueden alterar la estructura del genoma de 
dos formas principalmente: 
∗ Por disrupción génica. Al transponerse puede insertarse en un gen 
y destruir su función. Son ejemplos la inserción de un transposón 
en el factor IX sanguíneo provocando hemofilia o el cáncer de 
mama por inserción en el gen BRCA1 (120, 121) 
∗ Por recombinación homóloga. El elevado número de copias de 
estos elementos los convierte en centros de recombinación 
homóloga a lo largo de todo el genoma. Esta recombinación pude 
conllevar duplicaciones, deleciones, amplificaciones y 
translocaciones. Se conocen ejemplos como la distrofia muscular 
de Duchene o casos de cáncer de colon (120, 121). 
Adicionalmente, la mayoría de estos elementos repetitivos contienen 
promotores fuertes que, aparte de facilitar su transcripción, pueden 
alterar la expresión de genes cercanos. La célula mantiene a estos 
elementos reprimidos mediante una fuerte metilación (12). Ésta ni 
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siquiera desaparece en los procesos de reprogramación epigenética, 
mencionados más adelante en la sección del papel de la epigenética en 
el desarrollo, gracias a la acción de los piRNA. 
 
4. Metilación específica de tejido: Durante las primeras fases del 
desarrollo se generan diferentes tipos celulares a partir de una única 
célula ancestral (el cigoto). Durante este proceso, se establece un 
patrón específico de expresión génica para cada tipo de tejido. Se ha 
observado, por ejemplo, que la ausencia de metilación inhibe por 
completo la diferenciación de células madre (122). En cambio, 
durante la diferenciación, genes pluripotentes como OCT4 y 
NANOG, y específicos de la línea germinal se bloquean mediante 
metilación (12). 
Cada tejido presenta conjuntos específicos de genes que son metilados 
en sus regiones promotoras. Experimentos con knock-outs 
condicionales para la DNMT1 en células madre hematopoyéticas 
quiescentes muestran una desregulación en las proporciones de 
células diferenciadas entre tejido mieloide y linfoide (123, 124). Esto 
demuestra el importante papel de la metilación en la especificación 
del linaje celular (125–127). 
 
Existe no obstante, un importante debate respecto al silenciamiento 
transcripcional mediante metilación. Éste hace referencia al orden en el que se 
producen los distintos eventos. Es decir, si la metilación es la causante directa 
del silenciamiento o por el contrario, actuaría como una especie de cerradura 
una vez ya estuviera la región silenciada. Un estudio relacionado con la 
inactivación del cromosoma X muestra que la metilación aparece una vez ya 
se ha inactivado (128). Adicionalmente, estudios en cáncer muestran que 
promotores ya silenciados por Polycomb son más proclives a ser metilados 
(91, 129–131). Por el contrario, estudios de diferenciación de células 
hematopoyéticas muestran un papel iniciador más que de refuerzo del 
silenciamiento (132). Actualmente, el grueso de las evidencias apuntan a que 
la metilación añade un nivel más de estabilidad represiva y no resulta el 
primer paso del silenciamiento génico (11). 
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1.2.2-Modificaciones postraduccionales de las histonas 
Las histonas son proteínas muy conservadas evolutivamente debido a su 
importancia crítica en el empaquetamiento del ADN. Estructuralmente se 
distinguen dos dominios: una parte central globular más organizada y otra 
totalmente desestructurada, denominada cola, correspondiente al extremo N-
terminal. Tanto la sección globular como la cola son el posible sustrato para 
más de 130 modificaciones postraduccionales. Además, se han descrito más de 
700 isoformas de histonas distintas en células humanas (133, 134). Las 
modificaciones de las colas de las histonas son consideradas como uno de los 
mecanismos epigenéticos más versátiles. Existen más de 12 posiciones donde 
pueden producirse estas modificaciones, tales como la acetilación, 
fosforilación, ubiquitinación y la mono-, di- o tri-metilación. Estos cambios 
químicos tienen papeles tanto de activación como de silenciamiento de la 
transcripción, facilitando o dificultando el acceso al ADN o sirviendo como 
punto de unión o exclusión para otros complejos proteicos (26). Dicha 
variabilidad ofrece un abanico regulatorio que conduce a muchos autores a 
hablar de un "código de histonas" donde la combinación de ciertas 
modificaciones daría lugar a distintas funciones biológicas (135). El estudio de 
los mapas genómicos ha permitido establecer asociaciones entre ciertas 
combinaciones y determinada anotación funcional (Tabla 3). De esta forma, y 
mediante estudios bioinformáticos de integración de datos y machine-
learning, se han podido realizar predicciones sobre el comportamiento de la 
cromatina en función de los resultados de experimentos de 
inmunoprecipitación y secuenciación de las marcas cromatínicas (ChIP-Seq) 
(19, 136). 
 
Tabla 3: Marcas cromatínicas distintivas en elementos genómicos 
Anotación Funcional Marcas de Histonas Referencias 
Promotor H3K4me3 (137–139) 
Promotor bivalente/latente H3K4me3/H3K27m3 (140) 
Cuerpo génico transcrito H3K36me3 (141) 
Enhancer (activo y latente) H3K4me1 (142) 
Enhancer latente del desarrollo  H4K4me1/H3K27me3 (143, 144) 
Enhancer activo H4K4me1/H3K27ac (143–145) 
Regiones reprimidas por Polycomb H3K27me3 (140, 146) 
Heterocromatina H3K9me3 (147) 
Modificaciones: me1, monometilación; me3, trimetilación; ac, acetilación. 
Adaptada de Rivera y Ren (4). 
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1.2.3-ARNs no codificantes 
Aunque únicamente una pequeña porción, aproximadamente el 1-2% del 
genoma de mamíferos, tiene potencial codificante de proteínas, alrededor del 
70-90% del genoma se transcribe en algún momento del desarrollo (148). Esta 
inmensa cantidad de ARN no codificante constituye un verdadero 
transcriptoma que se ha revelado como un sistema de regulación de la 
expresión génica. Existen diversas clasificaciones de estos ARN no 
codificantes. No obstante, únicamente se comentarán aquellos que tienen 
relación con la regulación epigenética. 
 
∗ piRNAs (Piwi interacting RNAs): Son los miembros más numerosos de 
y mejor estudiados de la familia de los sncRNA (short non coding 
RNA) (149), con un tamaño de entre 24-35 nucleótidos. Su función es 
silenciar transcripcionalmente los genes de retrotransposones 
mediante una degradación de su ARN mensajero o reclutando 
proteínas que metilan su secuencia genómica. Tienen un papel 
fundamental en las células de la línea germinal (150–152) dado que 
durante el proceso de gametogénesis se produce una desmetilación 
global. En esta situación, los elementos repetitivos se convierten en 
puntos de recombinación homóloga o pueden transponerse e 
insertarse en otros puntos del genoma causando graves alteraciones. 
 
∗ lncRNAs (long non coding RNAs): Con una longitud superior a 200 
nucleótidos, se estima que su número se encuentra entre 10.000 y 
20.000 por genoma de mamífero (148, 153–155). Se encuentran 
principalmente en el núcleo, donde actúan en la mayoría de ocasiones 
uniéndose a complejos proteicos epigenéticos como el complejo 
represor Polycomb 2 (PRC2). El ARN otorga especificidad al 
complejo y lo guía hacia la región sobre la que realizar las 
modificaciones. A diferencia de los factores de transcripción que 
tienen una diana de reconocimiento de 6-8 nucleótidos, los lncRNA 
pueden llegar a reconocer centenares de bases por lo que se consigue 
una especificidad única. Dada esta alta afinidad por una secuencia 
determinada y el acercamiento y bloqueo físico entre el complejo y la 
región se puede seleccionar entre los distintos alelos de un gen (156). 
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1.3-Regulación epigenética en el desarrollo 
Las células primordiales de un organismo tienen el potencial de convertirse en 
cualquier tipo celular. A medida que se van diferenciando, su programa 
génico queda más definido y bloqueado. Estos cambios se producen sin 
afectar a la secuencia genética sino mediante mecanismos epigenéticos, como 
los descritos en el punto anterior, y factores de transcripción específicos de 
tejido, a su vez también regulados por marcas epigenéticas. 
Durante el desarrollo podemos definir 3 fases donde se producen eventos de 
reprogramación epigenética (Figura 9). La primera de ellas se produce tras la 
fecundación. En ese momento, las células madre pluripotentes únicamente 
deben expresar un subconjunto de genes determinados entre los que se 
incluyen factores de transcripción que mantienen el estado de pluripotencia, 
tales como OCT4 y NANOG. Los genes relacionados con la diferenciación y el 
desarrollo se mantienen reprimidos mediante el denominado grupo Polycomb 
que metila H3K27 (157–159). Este mecanismo produce una represión 
temporal y flexible de estos genes dado que será necesario su posterior 
reactivación durantre la diferenciación. En este sentido, se han observado 
genes relacionados con el desarrollo que presentan dominios bivalentes que 
contienen tanto marcas de activación, metilación de H3K4, como de 
inactivación, metilación de H3K27 (140, 158). 
 
Durante la diferenciación celular nos encontramos la segunda fase de 
reprogramación epigenética. Para ello, las células deben mantener los genes 
relacionados con la pluripotencia silenciados. No obstante, los mecanismos de 
represión deben ser más firmes para evitar una desdiferenciación, como 
ocurre en algunos cánceres. Por ese motivo, se desmetila H3K4, se metila 
H3K27 y, lo más importante, se metila el ADN, una marca epigenética más 
estable (160). Por el contrario, los genes asociados a la diferenciación se 
desmetilan y se añaden marcas de activación como la metilación de H3K4. 
 
La última fase de reprogramación se produce durante la generación de las 
células primordiales germinales, aquellas que luego daran lugar a los gametos. 
Esto es debido a que es necesaria una reescritura de toda programación 
epigenética para la siguiente generación (161, 162). 
 
No obstante, existen otros tipos de secuencias que requieren una regulación 
particular, los retrotransposones y los genes imprintados, mencionados en el 
apartado anterior. Los primeros deben mantenerse siempre silenciados y por 
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eso, no se desmetilan en ninguna fase de reprogramación (163). Esto es gracias 
a la actuación principalmente de los piRNA, aunque otros mecanismos 
también participan en el silenciamiento de estos elementos. Los segundos, 
genes con una expresión parental específica, únicamente deben expresar un 
alelo parental determinado. La configuración epigenética de estos genes tan 
solo se  una reprograma durante la generación de gámetos (161, 164). 
 
 
 
Figura 9: Regulación epigenética durante el desarrollo de un mamífero 
En las primeras fases del desarrollo se elimina la metilación del ADN. Adicionalmente, se inicia la expresión 
de los genes encargados de la pluripotencia mientras que los genes asociados al desarrollo se mantienen 
reprimidos. En cambio, una vez iniciada la diferenciación de células pluripotentes, como las células madre, 
los genes encargados de la pluripotencia se reprimen, potencialmente de forma permanentemente, 
mediante la metilación del ADN. Por otro lado, los genes de desarrollo comienzan a expresarse 
incrementándose la metilación de H3K4. 
Por otro lado, en los procesos iniciales de desarrollo de las células germinales primordiales, la metilación del 
ADN y las marcas de histonas represoras, como la metilación de H3K27 son eliminadas. Los genes de 
pluripotencia se reexpresan durante este periodo. Los genes imprintados se desmetilan y los genes de 
desarrollo se expresan posteriormente.  
En estos procesos, las marcas flexibles, como la metilación de H3K27, permiten un silenciamiento temporal 
de los genes de desarrollo mientras que la metilación del ADN representa un silenciamiento estable como 
en el caso de genes imprintados, transposones y genes asociados a pluripotencia. 
Adaptada de Reik (163). 
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1.4-Epigenética y ambiente 
Muchas de las definiciones utilizadas para describir la "epigenética" incluyen 
la heredabilidad mitótica y meiótica. No obstante, se trata de un punto muy 
controvertido. Las células pertenecientes a un mismo linaje celular comparten 
patrones de expresión y configuración epigenética. Aun así, para algunas de 
las marcas epigenéticas, como las modificaciones de histonas, no se ha podido 
demostrar que exista ningún mecanismo de transmisión entre divisiones 
celulares (10). Sin embargo, la metilación del ADN, en el caso de la 
inactivación del cromosoma X en hembras, muestra un patrón de herencia 
claro (Figura 10). Por este motivo, se han buscado definiciones, como la 
utilizada en este documento, que no requieren del requisito de heredabilidad 
para definir un carácter epigenético. 
Existe otro tipo de herencia sobre la que se debate, la transgeneracional. Ésta 
describe que las distintas configuraciones epigenéticas se transmiten a través 
de las generaciones de individuos y no únicamente entre sus tejidos. Resulta 
muy importante el estudio de estos fenómenos de herencia debido al efecto 
que tiene el ambiente sobre nuestro paisaje epigenético. 
 
Existen numerosos ejemplos donde el ambiente tiene un claro efecto en el 
desarrollo. En varias especies de organismos la determinación sexual no se 
produce por una configuración genética, sino en función de la temperatura 
durante la embriogénesis (165). Otro ejemplo es la necesidad de algunas 
plantas a una exposición al frío para poder florecer. Este proceso, conocido 
como vernalización, tiene sus bases en cambios epigenéticos debidos a la 
temperatura (166). La dieta también tiene un papel fundamental en el 
desarrollo. En las abejas, existen dos clases de hembras: las obreras y las reinas. 
El dimorfismo no se debe a una diferenciación genética sino a la alimentación. 
Aquellas larvas únicamente alimentadas con jalea real serán las futuras reinas 
(167). 
 
Algunos efectos ambientales pueden llegar a percibirse en generaciones 
posteriores a las que recibieron el estímulo. Así, por ejemplo, el cuidado 
materno en ratas modifica la respuesta al estrés de la primera y segunda 
generaciones. Se ha comprobado que aquellas crías que reciben menos 
atenciones por parte de sus madres, tienen un incremento en el silenciamiento 
mediante metilación del receptor de glucocorticoides en el hipocampo, 
haciéndolas más susceptibles a estrés (168). 
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Figura 10: Patrón de inactivación del 
cromosoma X 
La decisión estocástica sobre el cromosoma X a 
inactivar, durante las primeras fases del 
desarrollo, se transmite en las divisiones 
celulares posteriores. En la imagen puede 
observarse la distribución de cada uno de los dos 
cromosomas X, teñidos con distintos 
marcadores. 
Imagen reproducida con permiso del Walter & 
Eliza Hall Institute of Medical Research (WEHI). 
(169) 
 
 
 
En humanos, se han observado diferencias epigenéticas entre gemelos 
monocigóticos, genéticamente iguales, incluso desde el momento del 
nacimiento (170). Estas diferencias, presentes también en los patrones de 
metilación, se incrementan con el paso de los años indicando un importante 
efecto del ambiente (171). También se han observado efectos 
transgeneracionales relacionados con épocas de hambruna. En estos casos, la 
cantidad de alimentos que recibían los abuelos y la fase del desarrollo en la 
que se encontraban, tenían efectos en la predisposición a ciertas 
enfermedades, como la obesidad y la diabetes, de los nietos (172). No 
obstante, estos estudios en humanos no pueden realizarse en las condiciones 
adecuadas que permitan asegurar que se trata de un evento transgeneracional 
y han recibido bastantes críticas. Sin embargo, sí que se han podido realizar 
experimentos con organismos modelos que demuestran estos efectos 
intergeneracionales. 
 
Se han realizado numerosos estudios con el modelo murino agutí amarillo 
viable (Avy). El alelo wild-type del gen proporciona un color marrón al ratón. 
Los ratones Avy presentan un retrotransposón, de la clase IAP (Intracisternal A 
particle), situado cerca del gen agutí. Este retrotransposón presenta un 
promotor fuerte que puede actuar sobre el gen agutí dando lugar a ratones 
amarillos y con una mayor incidencia de obesidad, diabetes y tumores (23, 
173). La regulación del transposón mediante mecanismos epigenéticos, su 
metilación en este caso, determina la expresión del mismo (174). Cuando se 
encuentra desmetilado, los ratones resultan amarillos. En cambio, cuando está 
metilado los ratones son marrones, denominados pseudo-agutís. Aparece 
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también un fenotipo moteado en función de si una mayor o menor 
proporción de células metilan el retrotransposón (Figura 11). 
 
Estudios de la transmisión de este fenotipo a la descendencia han mostrado 
unos interesantes resultados. Cuando es el padre el que transmite el fenotipo 
es indistinto que éste sea amarillo o pseudo-agutí, se mantienen las 
proporciones previamente observadas en otros experimentos. Sin embargo, 
cuando la madre es quien transmite el alelo, se observa un mayor porcentaje 
de ratones amarillos cuando ésta es amarilla que cuando es pseudo-agutí 
(175). Esto sugiere algún fallo en los mecanismos para borrar las marcas 
epigenéticas introducidas durante la oogénesis. Se está produciendo por tanto, 
herencia transgeneracional vía los gámetos femeninos (173). Experimentos 
adicionales descartaron efectos maternos tales como el ambiente uterino 
(175). De forma muy interesante, las proporciones de crías amarillas se ven 
reducidas cuando se alimenta a la madre con dietas ricas en grupos metilo 
(como el ácido fólico o la vitamina B12), genisteína (proveniente de la soja) o 
etanol (174, 176–179). Se han encontrado otros alelos parecidos a este caso en 
ratones y siempre asociados a la inserción de algún elemento repetitivo (180, 
181). En humanos, se han encontrado alelos donde la estación anual en el 
momento de la concepción, definía su estado epigenético (182). 
 
 
Figura 11: Regulación de la expresión del gen agutí 
Derecha: El retrotransposón IAP tiene un promotor fuerte que si no está metilado (arriba) actúa 
incrementando la expresión del gen. Al metilarse (abajo), el gen tendrá su expresión normal dando lugar al 
fenotipo pseudo-agutí.  
Izquierda: Imagen de los fenotipos posibles. 
Adaptada de Dolinoy (179). 
 
En resumen, se ha observado herencia epigenética transgeneracional en 
plantas y en algunos animales. No obstante, en mamíferos estos eventos son 
raros y debidos a la reprogramación de la línea germinal (183). 
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1.5-Epigenética y cáncer 
Debido a la importancia de las marcas epigenéticas en procesos clave como la 
transcripción, reparación y replicación del ADN, las alteraciones de estos 
reguladores de la cromatina tienen drásticas consecuencias capaces de inducir 
y mantener varios tipos de cánceres (20). A continuación se comentan las 
alteraciones epigenéticas más estudiadas en los procesos tumorales. 
 
1.5.1-Alteraciones relacionadas con las histonas 
Las modificaciones postraduccionales de las colas de las histonas tienen un 
papel crítico en la estructura de la cromatina a la vez que regulan el 
reclutamiento, o exclusión, de proteínas con actividades enzimáticas 
remodeladoras. En numerosos tipos de cáncer puede observarse una 
desregulación tanto en las proteínas encargadas de la adición o eliminación de 
estas marcas como de las proteínas que las reconocen y se unen (20). 
 
Las modificaciones de histonas más estudiadas en relación con procesos 
tumorales son la acetilación y la metilación. La acetilación se produce 
únicamente en lisinas, neutralizando su carga positiva y provocando una 
apertura de la cromatina haciéndola más accesible a factores de transcripción 
y a la maquinaria transcripcional. En concordancia, varios análisis de su 
distribución muestran que esta modificación se encuentra asociada a zonas 
activas como promotores y enhancers (142, 184). En su regulación intervienen 
dos familias de enzimas: las KATs (histone lysine acetyltransferases), 
encargadas de añadir el grupo acetilo a las lisinas, y las HDACs (histone 
deacetylases), que lo eliminan. El comportamiento aberrante de enzimas 
pertenecientes a ambas familias se ha estudiado en diversos tipos de cáncer. 
Las KATs fueron las primeras enzimas descritas que modificaban las histonas 
y su relación con el cáncer se estableció rápidamente (185). Por otro lado, la 
actividad represora de las HDACs, al desacetilar las histonas, se ha asociado a 
numerosos ejemplos de leucemia (186) y su inhibición en células tumorales 
provoca bloqueo del crecimiento, diferenciación y apoptosis (186, 187). 
 
A diferencia de la acetilación, la metilación puede darse en argininas, lisinas e 
histidinas sin afectar a la carga general de la molécula. De entre éstas, la más 
estudiada es la metilación de la lisina, que puede encontrarse mono-, di-, o tri-
metilada. Como en el caso de la acetilación, la desregulación de su adición por 
parte de la familia de proteínas histone lysine methyltransferase (KMTs) o su 
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eliminación mediante histone lysine demethylases (KDMs) se encuentra 
asociada a procesos tumorales (20, 188, 189). El descubrimiento de las KDMs 
alteró la percepción de la metilación de histonas como una marca estable y 
estática (190). 
 
En general, las modificaciones de las colas de las histonas muestran un cambio 
dinámico que establece un complejo marco regulatorio dependiente del 
contexto celular. Interesantemente, se han descubierto situaciones donde 
marcas aparentemente excluyentes, indicadoras de fenómenos antagónicos de 
activación y represión, pueden observarse conjuntamente. Éste es el caso de 
los dominios bivalentes. Éstos presentan metilación de H3K27, asociada a 
represión, y metilación de H3K4, una marca de activación (137, 159). En 
células madre se ha observado que estos dominios se correlacionan con 
niveles bajos de expresión en genes relacionados con el desarrollo y linaje 
celular. Cuando estas células se diferencian, los dominios bivalentes 
mantienen únicamente una de las dos marcas. Por tanto, este mecanismo de 
dominios bivalentes permitiría a las células madre preservar su pluripotencia 
mediante el mantenimiento de una baja expresión de factores implicados en la 
diferenciación (26, 140, 159). Lo que resulta más interesante, es el 
descubrimiento de que el ADN de muchos genes que presentan dominios 
bivalentes se encuentra frecuentemente hipermetilado en cánceres (129, 191).  
 
1.5.2-Alteraciones de la metilación 
Por su importancia en la regulación de la transcripción genética, las 
alteraciones en la metilación tienen efectos graves en los procesos de 
desarrollo. Cuando los patrones de esta marca epigenética se ven afectados, se 
presentan patrones aberrantes de expresión que cambian el comportamiento 
celular. Así, los primeros estudios epigenéticos en tumores se centraron en el 
análisis de la metilación global. Inicialmente se encontraron dos situaciones 
con consecuencias opuestas: la hipometilación global y la hipermetilación de 
islas CpG (192, 193). 
 
Hipermetilación de islas CpG 
Se trata del evento más importante en el origen de muchos cánceres (192). 
Desde el momento en que se descubrió el primer gen hipermetilado en cáncer 
en 1987 (194), el número de genes silenciados por este mecanismo no ha 
parado de aumentar.  Los genes afectados se encuentran en todas las vías 
celulares conocidas y algunos autores plantean patrones de metilación 
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específicos de tumores o hipermetilomas (195). Los estudios mediante 
secuenciación de nueva generación (NGS) del estado de la metilación 
muestran que entre un 5-10% de islas CpG en promotores se ven metiladas en 
varios tipos de cáncer (20). Esta desregulación incluye también la expresión de 
ARNs no codificantes, algunos de los cuales participan en el proceso 
tumorigénico (196). 
 
Hipometilación 
La pérdida de metilación del ADN en los dinucleótidos CpG fue la primera 
anormalidad genética identificada en células tumorales. La hipometilación 
puede afectar básicamente a dos regiones genómicas distintas: una parte 
mayoritaria del genoma formada por secuencias y elementos repetitivos y una 
porción minoritaria de islas CpG asociadas a genes silenciados del cromosoma 
X inactivo, genes imprintados o metilados específicos de tejido. En el primer 
caso se trata de una hipometilación global asociada a inestabilidad genética 
mientras que en el segundo hablamos de hipometilación regional y se 
encuentra relacionada con la reactivación transcripcional de genes silenciados 
durante el desarrollo y diferenciación. 
Se conocen varios genes en diferentes tipos de cáncer que se desmetilan 
durante el proceso tumoral produciéndose una ganancia de función, como el 
gen HRAS en cáncer gástrico (197, 198) o el locus IGF2/H2 en tumores de 
Wilm´s, un caso de pérdida del imprinting (193, 199). En la actualidad 
sabemos que la hipometilación global se da en muchos tipos de tumores 
diferentes (200). 
 
Así, como se ha mencionado, durante los procesos tumorales pueden 
producirse alteraciones en las diferentes piezas que configuran el paisaje 
epigenético. La determinación del estado de cada una de las marcas 
epigenéticas descritas resulta crítica para un correcto diagnóstico y 
pronóstico, así como para servir de base para en el desarrollo de nuevos 
fármacos epigenéticos. 
 
1.6-Técnicas de análisis del estado de metilación 
El interés surgido tras los primeros descubrimientos sobre el papel de la 
metilación en la expresión génica y el desarrollo (201, 202), promovieron la 
creación de nuevas técnicas para su caracterización. Éstas se basaban en 
alguna de las siguientes aproximaciones: separación cromatográfica, uso de 
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anticuerpos específicos, digestión mediante enzimas de restricción o 
conversión química mediante bisulfito (Figura 12). 
 
La RP-HPLC (Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography), fue 
una de las primeras técnicas aplicadas. A principio de los años 80, esta técnica 
fue utilizada para la separación de las citosinas metiladas y desmetiladas y su 
posterior cuantificación, a distintas longitudes de onda (203). El método se 
mejoró más adelante con la inclusión de espectrometría de masas (204).  
 
Durante el mismo periodo se lograron obtener anticuerpos específicos para la 
metilcitosina (205). Mediante su utilización se logró inmunoprecipitar y 
enriquecer la muestra en secuencias metiladas. Su uso fue adaptado años más 
tarde para el estudio de cambios globales en la metilación (206). Las técnicas 
basadas en estos anticuerpos han sido determinantes en la caracterización del 
estado de metilación durante las distintas fases del desarrollo embrionario 
(207). 
 
 
Figura 12: Principales tecnologías de análisis de metilación del ADN 
Aparición de las tecnologías más relevantes en el análisis de la metilación del ADN. La mayoría se basan en 
el uso de anticuerpos, digestión enzimática o conversión química mediante bisulfito. El uso de microarrays 
y plataformas de secuenciación de nueva generación permiten la aplicación de estas metodologías de una 
forma masiva. 
Adaptada de Parle-Mcdermott y Harrison (208) 
 
Paralelamente, durante los primeros años de la década de los 80, se 
desarrollaron otras metodologías basadas en unas importantes proteínas, las 
enzimas de restricción. Estas enzimas, ampliamente utilizadas en biología 
molecular, son el mecanismo de defensa de las bacterias contra secuencias 
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víricas invasoras, como los fagos. Reconocen secuencias específicas 
normalmente palindrómicas, denominadas motivos, y cortan la cadena de 
ADN. No obstante, para proteger su propio material genético, las bacterias 
añaden una marca de protección a sus cadenas de ADN, la metilación (209). A 
pesar de ello, existen algunas enzimas que no se ven afectadas y son capaces de 
cortar la secuencia. Esto permite que, dada la alta redundancia existente entre  
muchos motivos reconocidos por estas proteínas, se puedan encontrar pares 
de ellas que reconocen la misma diana pero difieren en la sensibilidad a la 
metilación. El uso de estos pares, denominados isoesquizómeros, permitió a 
finales de los 70, distinguir entre regiones metiladas y desmetiladas utilizando 
los enzimas HpaII y MspI (210). Posteriormente, Bestor et al. (211) logran, en 
1984, separar en dos fracciones las citosinas y las metilcitosinas de una 
muestra mediante TLC (Thin Layer Chromatography), tras una digestión con 
isoesquizómeros.  
 
Con la ayuda de metodologías como la RT-HPLC y TLC se pudieron obtener 
ratios globales de metilación permitiendo la comparación del contenido de 
esta marca entre distintitos organismos (212, 213). No obstante, su aplicación 
queda limitada al no resultar válidas para la determinación específica de 
regiones. A pesar de ello, en la actualidad han recobrado importancia en la 
detección de niveles de hidroximetilcitosina (214, 215). 
 
Por otro lado, la potencia de las técnicas basadas en enzimas de restricción se 
vio incrementada por la incorporación de otra metodología revolucionaria, la 
PCR (Polymerase Chain Reaction) (216). La PCR permite la amplificación de 
regiones delimitadas por las dianas de corte de las endonucleasas. Mediante la 
selección de pares de enzimas sensibles y no sensibles a la metilación, se 
pueden generar muestras enriquecidas en el tipo de fragmento que se desee 
estudiar. Aprovechando esta sinergia surgieron técnicas como la AP-PCR 
(arbitrarily primed PCR) que permitió obtener perfiles de metilación tanto de 
muestras normales como tumorales (217, 218) Otro método parecido, aunque 
más efectivo, es AIMS (Amplification of Inter-Methylated Sites) (219). El uso 
de un par de isoesquizómeros donde uno de ellos dejaba el punto de corte 
romo y el otro cohesivo, permite la adición de adaptadores específicos que 
incrementan la eficiencia de la amplificación mediante PCR. Se pueden 
obtener así, patrones de bandas característicos del metiloma de tejido normal 
y tumoral. La "huella dactilar" de cada muestra puede ser entonces comparada 
y las bandas diferenciales, aisladas y analizadas. 
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1.6.1-Conversión mediante bisulfito 
Sin duda, el análisis de la metilación vivió una revolución con el 
establecimiento de una nueva metodología, la diferenciación entre citosinas y 
metilcitosinas gracias a una conversión química. Basándose en estudios de los 
70 (220), se determinó que la citosina sometida a un tratamiento con bisulfito 
sódico, derivaba en uracilo y aunque la 5-metilcitosina podía transformarse 
también, lo hacía a una velocidad mucho más lenta (221)(Figura 13). Esta 
diferencia de reactividad permite distinguir entre los dos estados epigenéticos 
tras secuenciación (222). De esta forma, la elusiva marca epigenética queda 
fijada en forma de cambio genético. 
 
La alteración en secuencia introducida permite la diferenciación y 
amplificación selectiva, hecho que aprovecha la MSP (Methylation Specific 
PCR) (223). Además, estas modificaciones en la secuencia pueden representar 
nuevas dianas para enzimas de restricción El análisis COBRA (COmbined 
Bisulfite Restriction Analysis) permite determinar la metilación según el 
patrón de bandas obtenido tras la digestión (224). Adicionalmente, el cambio 
a uracilo (timina tras la PCR) altera las propiedades de fusión de la región. 
Esto permite establecer los niveles de metilación con técnicas como la MS-
HRM (Methylation-Specific High Resolution Melting) (225, 226). 
 
 
Figura 13: Conversión química mediante bisulfito 
La citosina se transforma en uracilo tras el tratamiento con bisulfito mientras la 5-metilcitosina muestra 
una mayor resistencia al cambio. 
Fuente: Wikimedia Commons (227). 
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1.6.2-Métodos de alto rendimiento 
Las técnicas anteriores fueron vitales en la determinación del estado de 
metilación de numerosos genes en diversas patologías. No obstante, su alcance 
estaba limitado al estudio de regiones específicas y no permitían determinar la 
distribución global de la metilación. Esta limitación se vio superada con el 
desarrollo de métodos de alto rendimiento: en primer lugar los microarrays y 
en años más recientes, la secuenciación de nueva generación. 
 
1.6.2.1-Microarrays 
Esta nueva tecnología se desarrolló durante los años 90 y desde entonces, ha 
permitido el estudio de miles de posiciones genómicas simultáneamente. Los 
microarrays de ADN utilizados en los análisis de metilación, se construyen 
adhiriendo polinucleótidos sobre una superficie sólida. Éstos actúan como 
sondas sobre las que hibridan sus correspondientes secuencias 
complementarias. Por tanto, si la muestra contiene dicha secuencia en 
cantidades suficientes, se fijará al microarray y podrá ser detectada. 
 
Los microarrays representan una tecnología de paralelización de análisis y por 
tanto, expanden las técnicas anteriores. Se han desarrollado aplicaciones que 
tienen como base los distintos enfoques ya presentados: uso de enzimas de 
restricción, inmunoprecipitación y tratamiento con bisulfito. 
 
El uso combinado de los microarrays con enzimas de restricción sigue el 
siguiente esquema general: (i) las endonucleasas cortan el ADN en función de 
su estado de metilación, (ii) una PCR posterior permite enriquecer la muestra 
y añadir algún tipo de marcador (radioactivo o lumínico) y finalmente, (iii) se 
depositan en el microarray. Aquellas secuencias que encuentren una sonda, 
hibridarán y darán señal. En uno de los primeros ejemplos se utilizó esta 
metodología para estudiar la hipermetilación de islas CpG en células 
tumorales de cáncer de mama. El diseño utilizado permitía únicamente la 
amplificación de las regiones metiladas. Los microarrays utilizados contenían 
secuencias pertenecientes a 276 islas CpG (228). De esta forma se podía 
analizar y comparar el estado de éstas en varias muestras tumorales y sus 
controles. El bajo número de islas representaba una limitación pero a lo largo 
de los años, otros diseños fueron ampliando el número de regiones 
interrogadas hasta llegar a los modernos microarrays que cubren centenares 
de miles de secuencias. 
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Los métodos de inmunoprecipitación vivieron una revitalización con la 
llegada de los microarrays. El modo de trabajar sigue un esquema parecido al 
anterior. Sin embargo, el enriquecimiento se produce gracias a la acción de los 
anticuerpos específicos. Técnicas como MeDIP y mDIP (Methylated DNA 
ImmunoPrecipitation y Methyl-DNA InmunoPrecipitation respectivamente) 
capturan el ADN metilado tras su fragmentación, por sonicación o por vía 
enzimática, y lo marcan con un fluoróforo. La comparación con ADN 
genómico control, marcado con otro fluoróforo, permite, tras la hibridación 
en un microarray, observar los cambios de híper e hipometilación (229, 230). 
 
Aunque los microarrays pueden analizar miles de posiciones al mismo 
tiempo, la transformación por bisulfito reduce la variabilidad de secuencias 
posibles. Esto hace muy difícil el diseño de sondas que capturen regiones 
únicas del genoma (231). Aunque aparecieron variantes para intentar 
solventar este problema, su aplicación quedaba restringida a genomas con 
características específicas (232). No obstante, Illumina ha desarrollado una 
nueva metodología, Illumina Infinium Methylation, que permite superar esta 
limitación. Para ello, utiliza unos microarrays, Illumina Beadchips, con un 
diseño diferente al tradicional. En este caso, las sondas cubren la región a 
analizar pero se detienen tras el dinucleótido CpG que queremos interrogar. 
Además, para cada posición, existen un par de tipos de sondas. En uno de 
ellos el final de la sonda acaba en CG y en otro, en CA. El primero es para el 
caso en el que el dinucleótido CpG estuviera metilado originalmente y el 
tratamiento con bisulfito no le hubiera afectado. El segundo en cambio, 
capturaría el caso de desmetilado que daría con una transformación a timina 
en la región complementaria. Tras la hibridación, se extiende la secuencia 
mediante el uso de una polimerasa. Esto únicamente ocurrirá donde haya 
complementariedad correcta en la posición CpG. Utilizando nucleótidos 
marcados se puede determinar el estado de metilación original. El primer 
Beadchip para metilación en humanos fue el HumanMethylation27K que 
cubría 27578 lugares CpG. Sin embargo, el último modelo, el 450K, supera los 
450.000, permitiendo interrogar posiciones distribuidas por todo el genoma 
tanto dentro como fuera de islas CpG.  
 
Estos métodos ofrecen una resolución altísima, llegando a la determinación de 
la metilación a nivel de base. No obstante, únicamente se pueden analizar 
aquellas posiciones cubiertas por alguna sonda. Además, el diseño de sondas 
únicas para regiones genómicas no es una tarea trivial ya que se producen 
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muchas uniones inespecíficas. Por estas razones, las principales limitaciones 
de estas técnicas radican en el número de sondas y su distribución. 
 
1.6.2.2-Secuenciación de nueva generación 
En 2004 Life Science sacó al mercado el primer secuenciador de nueva 
generación, basado en una nueva tecnología, la pirosecuenciación. Durante los 
siguientes años se desarrollaron numerosas plataformas con distintas 
aproximaciones para el análisis masivo (Figura 14). Esta nueva capacidad de 
procesamiento de muestras permite, a día de hoy, la secuenciación de 
genomas humanos completos en busca de alteraciones. 
 
De forma similar a los microarrays, la secuenciación de nueva generación 
permite ampliar los límites de planteamientos anteriores y adaptar técnicas ya 
existentes a un modelo de alto rendimiento. 
 
 
Figura 14: Evolución de los costes y las tecnologías de secuenciación de nueva generación 
A lo largo de la última década han aparecido las principales tecnologías de NGS que han permitido que los 
costes por genoma humano secuenciado se reduzcan considerablemente (se compara con la ley de Moore). 
Importantes proyectos de secuenciación se han podido realizar gracias a estos avances. Datos obtenidos de 
http://www.genome.gov/sequencingcosts/. 
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La aplicación que más potencial ha demostrado para el análisis de metilación 
es la secuenciación de todo el genoma tras la transformación por bisulfito. 
Esta metodología, al igual que los microarrays de Illumina, ofrece una 
resolución a nivel de base. No obstante, a diferencia de éstos, el análisis no está 
limitado a unas regiones determinadas. El estudio del metiloma completo de 
A. thaliana mediante este método descubrió nuevos lugares de metilación al 
compararlo con resultados de microarrays (233). En 2009, Lister et al. 
publicaron el primer mapa de metilación de células humanas con este nivel de 
resolución (234). Se han estudiado numerosos modelos y líneas celulares 
adicionales y recientemente, el proyecto internacional Roadmap Epigenomics 
ha mostrado los resultados del análisis de más de un centenar de epigenomas 
humanos, la metilación de los cuales ha sido determinada, en gran medida, 
mediante secuenciación de nueva generación tras bisulfito (19). 
 
Aunque se considera a este método el “gold standard” del estado del arte 
actual y los precios de secuenciación bajan año tras año (Figura 14), su 
aplicación no es realista para laboratorios que no dispongan de amplios 
medios económicos. Por este motivo, se han desarrollado otras metodologías 
que reducen el volumen de secuencias a analizar. MeDIP-Seq consiste en la 
secuenciación directa de la fracción inmunoprecipitada por la técnica MeDIP. 
De forma similar, la secuenciación masiva tras una digestión mediante 
enzimas de restricción es la base de la metodología MRE-Seq (Methyl-sensitive 
Restriction Enzyme Sequencing). Estas metodologías pueden considerarse 
complementarias al analizar distintas regiones del genoma (235). También 
han sido utilizadas por el proyecto Roadmap Epigenomics (19). Utilizando 
bisulfito, se adapta una metodología anterior, la RRBS (Reduced representation 
bisulfite sequencing ) (236), a los nuevos métodos masivos. En este caso la 
reducción del número de secuencias se consigue mediante una digestión 
enzimática y una selección por tamaño. 
 
La nueva generación de técnicas analíticas permite la obtención de una gran 
cantidad de datos epigenéticos. Conjuntamente a todas estas metodologías se 
han desarrollado numerosos procedimientos bioinformáticos que permiten su 
análisis. En el presente trabajo se utilizan estas técnicas computacionales para 
el análisis de datos provenientes de experimentos de nueva generación. 
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La metilación del ADN tiene un papel clave en la regulación epigenética y por 
tanto, su análisis es de gran interés para entender procesos biológicos tan 
importantes como la replicación del DNA, la expresión génica, la 
diferenciación celular o las bases moleculares de muchas enfermedades, 
incluyendo el cáncer. Como hemos visto en la introducción, se han 
desarrollado numerosas técnicas para el estudio de la metilación del ADN, 
tanto a nivel regional como global y genómico. El análisis de los 28 millones 
de CpGs en el genoma humano presenta un alto coste y dificultad, por lo que 
la mayoría de estudios a escala genómica utilizan diseños que reducen la 
complejidad del análisis. Para ello, se analiza únicamente una pequeña 
porción de las regiones genómicas de interés, una o unas pocas CpGs, y se 
extrapolan los resultados a la totalidad del elemento genético, por ejemplo una 
isla CpG. Aunque la mayoría de los estudios hacen una validación de la 
estrategia en unos cuantos loci, ninguno ha realizado una validación global. 
Con la aparición de los primeros datos de células humanas obtenidos 
mediante WGBS (Whole Genome Bisulfite Sequencing) (234, 237) es posible, 
por primera vez, evaluar la exactitud de los diferentes abordajes de 
complejidad reducida. Asimismo, es posible identificar CpGs cuya metilación 
tiene un comportamiento autónomo respecto a las adyacentes, lo que se 
podría interpretar como que tienen una funcionalidad propia (por ejemplo, 
son un lugar de unión de un factor de transcripción, cuya unión se regula por 
metilación de la CpG concreta). 
 
En este escenario y partiendo de datos generados por WGBS en el genoma 
humano, se plantean los siguientes objetivos: 
 
1. Determinación de la variabilidad de la metilación dentro de las 
islas CpG. 
 
2. Evaluación del valor informativo de la metilación de las dianas 
HpaII (CCGG) localizadas en islas CpGs respecto a la metilación 
global de la mismas. 
 
3. Identificación de posiciones CpG con una metilación anómala con 
respecto a su entorno genómico cercano (metilación opuesta 
respecto a las CpGs adyacentes). 
 
4. Caracterización de las propiedades funcionales de las posiciones 
CpG con metilación anómala. 
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3.1-Evaluación a escala genómica de sitios CpG 
individuales como representantes del estado de metilación 
de islas CpG 
El proceso de estudio (Figura 15) del valor informativo de las posiciones CpG 
individuales HpaII dentro de las islas CpG se divide en los siguientes bloques:  
• Descarga y preprocesado de las lecturas de metilación. 
• Obtención de las coordenadas y secuencias de las islas CpG y dianas 
HpaII. 
• Cálculo del coeficiente de metilación de islas CpG y dianas HpaII. 
• Análisis de homogeneidad de la metilación y correlación entre islas 
CpG y dianas HpaII. 
 
 
Figura 15: Esquema general del estudio de representatividad 
1. Coordenadas de dianas HpaII e islas CpG obtenidas de las bases de datos del UCSC Genome Browser 
(versión hg18, http://genome.ucsc.edu). 2. Lecturas de bisulfito descargadas de los estudios originales (234, 
237). 3. Script de Perl para la obtención de las secuencias de las islas CpG. 4. Archivo de secuencias de las 
islas CpG. 5. Uso de la función "intersectBED" del paquete de programas BEDTOOLS para asignar cada 
HpaII a su correspondiente isla CpG. 6. Uso de las utilidades de SAMTOOLS para procesar las lecturas de 
bisulfito de archivos BAM a archivos BAM ordenados e indexados. 7. Archivos BAM con información de 
las lecturas. 8. Script de Python para el cálculo de la metilación de HpaII. Asigna valores de metilación (ßH) 
a cada HpaII tomando como datos de entrada las coordenadas de las dianas (1) y las lecturas de bisulfito 
procesadas (7). 9. Script de Python para el cálculo de la metilación de las islas CpG. Se reporta el coeficiente 
de metilación medio (ßC) y la desviación estándar para cada isla CpG. Toma como datos de entrada las 
secuencias de las islas (4) para la búsqueda del dinucleótido CpG y las lecturas de bisulfito procesadas (7). 
10. Almacenamiento de los datos en una base de datos MySQL 11. Análisis estadístico. 
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3.1.1-Obtención y procesado de los datos de metilación del 
ADN 
Los datos de metilación utilizados en este trabajo provienen, en forma de 
lecturas, de dos estudios de secuenciación masiva de genomas de varias líneas 
celulares tras su tratamiento con bisulfito (234, 237). Una vez transformado el 
genoma, la secuenciación de alto rendimiento proporciona datos de 
metilación con una resolución a nivel de base nucleotídica. 
Las líneas celulares analizadas corresponden a células madre embrionarias 
humanas H1, fibroblastos fetales pulmonares IMR90, células madre femeninas 
adiposas (ADSC) y adipocitos derivados de ADSC (ADS-Adi). En conjunto, 
estos estudios generaron 1,16, 1,18, 1,10 y 1,13 mil millones de lecturas para 
H1, IMR90, ADSC y ADS-Adi respectivamente (234, 237). Es importante 
mencionar que originalmente, las lecturas de ADSC y ADS-Adi se 
encontraban apareadas. Es decir, cada una tenía asociada otra, formando un 
par que cubría regiones muy próximas en el genoma. No obstante, en nuestro 
estudio fueron separadas y tratadas individualmente para obtener mayor 
profundidad en el análisis. Estas cuatro líneas fueron utilizadas en todos los 
análisis del estudio. Adicionalmente, en el análisis de correlación del estado de 
metilación entre las posiciones HpaII y las islas CpG, se estudiaron otras 
líneas celulares: células madre pluripotentes inducidas derivadas de ADSC 
(ADS-iPSC), tres líneas de iPSC derivadas de fibroblastos de prepucio (FF-
iPSC 6.9, FF-iPSC 19.7, FF-iPSC 19.11), células madre embrionarias humanas 
H9, e iPSC derivadas de fibroblastos IMR90 (IMR90-iPSC) (237).  
 
Según los estudios, todas las lecturas fueron mapeadas en el genoma humano 
de referencia (NCBI versión 36/hg18) utilizando el programa Bowtie (238). 
Las lecturas fueron descargadas de: 
• http://neomorph.salk.edu/human_methylome/data.html 
(H1 e IMR90) 
• http://neomorph.salk.edu/ips_methylomes/data.html  
(resto de líneas celulares) 
El formato de las lecturas originales no permitía su análisis directo. Para su 
uso, fueron, en primer lugar, modificadas a un formato similar a SAM (239). 
Para ello se simularon los campos informativos que faltaban. Posteriormente, 
fueron transformadas al formato binario BAM (239) que permite su 
compresión para un uso rápido y eficiente. Finalmente, mediante el programa 
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SAMTOOLS (239), se ordenan e indexan. Los índices generados sirven de 
datos de entrada para los scripts de análisis (Figura 15). 
 
3.1.2-Obtención de coordenadas y secuencias de las islas 
CpG y dianas HpaII 
Las islas CpG utilizadas se ciñen a la definición clásica, tal y como se describió 
en la introducción (85): 
• Tamaño igual o superior a 200 pares de bases. 
• Contenido G + C igual o superior al 50%. 
• La frecuencia de CpG (observado/esperado) igual o superior a 0,6. 
 
Las coordenadas de las islas, así como la secuencia del genoma humano se 
descargaron del UCSC Genome Browser, versión hg18 (240). Adicionalmente, 
se estudiaron dos conjuntos de islas adicionales, unas anotadas 
experimentalmente (241) y otras mediante criterios bioinformáticos (86). 
 
Las posiciones de las dianas HpaII y las secuencias de las islas CpG fueron 
obtenidas escaneando la secuencia genoma humano mediante scripts escritos 
en Perl. Cada diana HpaII fue asignada a su correspondiente isla CpG 
utilizando la función "intersectBed" del paquete de software BEDTOOLS 
(242). 
En este estudio, únicamente se tuvieron en cuenta aquellas lecturas que 
solapaban total o parcialmente las islas CpG indicadas (Tabla 4). 
 
3.1.3-Cálculo del coeficiente de metilación 
 
Debido a la transformación por bisulfito, las citosinas desmetiladas se 
observan como timinas (T) en las lecturas, mientras que las citosinas 
metiladas, no se transforman (C). Por ello, el coeficiente de metilación se 
define como el ratio entre el número de citosinas y el número total de 
citosinas y timinas [nº C/(nºC+nºT)] (Figura 16). Esta definición es 
equivalente a la del valor ß utilizado en los microarrays de metilación (243) y 
El código de los scripts utilizados en este trabajo, así como archivos 
importantes, puede encontrarse en el repositorio online  
github.com/vbarrera/thesis 
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el rango de sus valores oscila entre 0 (no metilación) a 1 (totalmente 
metilado). Por otro lado, el dinucleótido CpG contiene dos citosinas, una en 
cada cadena, y las lecturas pueden cubrir de forma diferente cada una de ellas 
(p.ej. si todos las lecturas que cubren un CpG son de 5' a 3', únicamente se 
obtiene información de una de ellas, en este caso, la cadena +). Por este 
motivo, cada citosina del dinucleótido CpG se trató como una posición 
genómica individual y se le asignó su propio coeficiente de metilación. 
 
El coeficiente de metilación se calculó para las islas CpG (ßC) y para las dianas 
de restricción de HpaII (ßH) mediante scripts de Python (CpGMethStatus.py y 
REMethStatus.py). 
 
 
Figura 16: Ejemplo de cálculo de los coeficientes de metilación 
Los dinucleótidos CpG están subrayados y la diana HpaII enmarcada. Los cálculos se realizaron para las dos 
cadenas de ADN (únicamente se muestra una en el ejemplo) e integrados en una única medida para cada 
CpG. El ejemplo contiene 4 posiciones CpG informativas y una no informativa. Se calculan los valores de 
los distintos parámetros utilizados en el estudio. Se muestra una posición HpaII discordante, estando ella 
hipermetilada (0,8) respecto a su correspondiente isla CpG (0,55). 
 
En primer lugar, el script de Python escanea la secuencia de la isla CpG 
buscando el motivo CG. Una vez encontrado, le asigna los correspondientes 
nucleótidos a esa posición de acuerdo a las lecturas ya indexadas (Figura 16), 
utilizando la librería de Python pysam. En este proceso, se tienen en cuenta 
ambas cadenas, Watson y Crick, del ADN. Para evitar sesgos en el cálculo del 
coeficiente de metilación, las posiciones con menos de 5 lecturas fueron 
descartadas al no considerarse suficientemente informativas. Adicionalmente, 
se añadió un filtro extra para eliminar del análisis posibles posiciones mutadas 
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a otros nucleótidos. Las posiciones cuya suma C+T era inferior a 5, también 
fueron descartadas. Una vez aplicados estos filtros, se obtuvo la misma 
cobertura que la mostrada en análisis previos (244). 
Cierto número de islas CpG contenían más de una diana HpaII en su 
secuencia (Tabla 4). En estos casos, se utilizó el valor medio de la metilación 
del conjunto de dianas HpaII. Por otra parte, el valor de una posición como 
indicadora del estado de metilación se calculó como la diferencia de su valor 
(ßH), o media de valores en caso de ser varias, con el valor de metilación de su 
isla CpG correspondiente (ßC). 
 
Para cada isla CpG se obtuvieron los valores de la media y la desviación 
estándar (SD) teniendo en cuenta tan solo las posiciones válidas. Únicamente 
las islas con un nivel aceptable de informatividad fueron utilizadas. Para ser 
incluidas, un mínimo del 25% de sus dinucleótidos CpG debían tener al 
menos 5 lecturas. Esto resultó en un número de islas CpG que oscilaba entre el 
mínimo de 10.693 islas CpG informativas en la línea celular H1 y más de 
26.000 en las muestras ADS-Adi. El número total de dianas HpaII incluidas en 
el análisis se encuentra entre 32.153 en las células H1 y 250.000 en ADS-Adi 
(Tabla 4). Cabe destacar que pueden observarse importantes diferencias en el 
número de islas CpG y dianas HpaII informativas entre los pares H1/IMR90 y 
ADSC/ADS-Adi. Estas diferencias se deben a la distinta cobertura de lecturas 
existente entre los dos estudios. No obstante, los resultados obtenidos no 
muestran ningún sesgo por este motivo. 
Adicionalmente y con la intención de comprobar la robustez de la posición 
indicadora cuando se dispone de un bajo número de lecturas cubriendo las 
islas, se realizó un segundo análisis con islas CpG cuyo único requisito era 
tener al menos una posición informativa. En estas condiciones, más de 21.000 
islas contenían al menos una diana HpaII, cubierta por al menos 5 lecturas 
(Tabla 4).  
 
Por otro lado, para evaluar posibles sesgos debidos a la distribución bimodal 
de la metilación, se realizó un estudio de aleatoriedad. Éste consistió en una 
redistribución al azar de todos los valores de metilación dentro de las islas 
CpG. En primer lugar, se obtuvieron y almacenaron los valores de metilación 
de todas las posiciones CpG válidas dentro de islas CpG. Posteriormente, en 
cada isla CpG del estudio, se substituían los valores de metilación de sus 
posiciones CpG por valores al azar del conjunto almacenado. De esta forma, 
se generó un catálogo virtual de islas CpG que se correspondían en tamaño y 
cobertura a las originales. Los nuevos valores de metilación de las posiciones 
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CpG se utilizaron para calcular su correspondiente ßC. Las dianas HpaII 
hipotéticas fueron seleccionadas al azar entre las posiciones CpG de cada isla. 
Esta simulación se realizó únicamente con los datos de H1 e IMR90. 
 
3.1.4-Análisis de homogeneidad y correlación 
Los valores de metilación de las islas CpG y las dianas HpaII, junto a datos 
estructurales y descriptivos como las coordenadas genómicas y los ratios O/E 
fueron almacenados en una base de datos MySQL. Esto permite un acceso 
rápido a los datos, tanto de valores de metilación como a qué isla CpG 
corresponde cada dinucleótido CpG (Figura 15, Figura 17). 
 
 
Figura 17: Esquema de la base de datos utilizada 
Tablas utilizadas en la base de datos MySQL. Se muestran los atributos de cada una y las relaciones entre 
tablas. Los atributos primarios de cada tabla aparecen subrayados. 
 
Por otro lado, los cálculos de homogeneidad y correlación, así como los 
gráficos derivados, se realizaron utilizando el software estadístico R. El modo 
jitter fue utilizado en los gráficos de dispersión para facilitar su visualización, 
dada la gran cantidad de puntos. El análisis completo se realizó tanto con el 
subconjunto de islas CpG con alta cobertura como con todas las islas que 
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contuvieran al menos una lectura (Tabla 4). La mayoría de los análisis 
produjeron resultados idénticos o muy parecidos, tanto al utilizar el 
subconjunto filtrado como el que no. 
 
 
 
 
Tabla 4: Número de lecturas, islas CpG y dianas HpaII informativas consideradas en este estudio 
1De Lister et al. (234, 237). 
2Solapantes con islas CpG. 
3Islas CpG con >25% de sitios CpG informativos. Un sitio CpG se considera informativo cuando está cubierto por al menos 5 lecturas. 
4Todas las islas CpG consideradas con al menos una posición CpG informativa (≥5 lecturas informativas). 
5 Número de islas CpG con una diana HpaII: 26.508  
 
 
Líneas celulares H1 IMR90 ADS-Adi ADSC 
Nº de lecturas totales 1  1.154.658.045 1.183.875.099 1.131.768.326 1.098.572.398 
Nº de lecturas consideradas 2  2.490.724 3.378.352 8.755.104 8.162.058 
 Cobertura 
Alta3 Todas 
4 
Cobertura 
Alta 3 Todas 
4 
Cobertura 
Alta 3 Todas 
4 
Cobertura 
Alta 3 Todas 
4 
Nº de islas CpG informativas 10.693 25.770 17.094 26.617 26.092 26.742 26.019 26.719 
Nº de dianas HpaII 
informativas 
32.153 68.622 77.417 113.343 251.516 252.521 249.053 250.110 
Islas CpG con dianas HpaII 
informativas5  
9.271 21.002 15.776 24.038 25.220 25.567 25.141 25.521 
Islas CpG con 1 diana HpaII 
informativa 
2.154 5.838 2.320 3.849 1.624 1.784 1.612 1.774 
Islas CpG con 2 dianas HpaII 
informativas 
2.168 4.925 2.773 4.263 2.253 2.327 2.262 2.366 
Islas CpG con >2 dianas 
HpaII informativas 
4.949 10.239 10.683 15.926 21.343 21.456 21.267 21.381 
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3.2-Identificación a nivel genómico de secuencias 
regulatorias mediante detección de estados de metilación 
anómalos en sitios CpG 
El esquema general (Figura 18) de la identificación de secuencias regulatorias 
puede dividirse en los siguientes bloques: 
• Descarga y preprocesado de las lecturas de metilación. 
• Obtención de la secuencia del genoma de referencia así como las 
coordenadas de elementos genómicos de interés. 
• Obtención de los perfiles de metilación, identificación de posiciones 
anómalas y comparación entre distintas líneas. 
• Determinación de las características epigenéticas de las regiones que 
contienen las posiciones anómalas. 
 
3.2.1-Obtención de los datos de metilación y genómicos 
Los datos referentes al estado de metilación a nivel genómico pertenecen a 
células madre embrionarias humanas H1 y fibroblastos fetales pulmonares 
IMR90, ambas analizadas mediante secuenciación de alto rendimiento tras 
tratamiento por bisulfito (234). Tal y como se ha mencionado en el bloque 
anterior, estos estudios generaron 1,16 y 1,18 mil millones de lecturas para H1 
e IMR90 respectivamente. Las lecturas fueron mapeadas en el genoma 
humano de referencia (NCBI versión 36/hg18) utilizando el programa Bowtie 
(238). Fueron descargadas de: 
•  http://neomorph.salk.edu/human_methylome/data.html 
 
De forma similar al trabajo anterior, las lecturas fueron procesadas a un 
formato similar a SAM y transformadas al formato binario BAM (239). 
Posteriormente, fueron ordenadas e indexadas utilizando el programa 
SAMTOOLS (239). Los índices generados sirven de datos de entrada para los 
scripts de análisis. 
Adicionalmente se descargaron, de la misma fuente, los valores de expresión 
de 26.430 transcritos (que corresponden a 17.980 genes) obtenidos mediante 
mRNA-Seq (Figura 18). 
 
  
 
 
Figura 18: Esquema general del estudio de 
identificación de secuencias regulatorias 
1. Secuencia del genoma, coordenadas de elementos 
genómicos (islas CpG, genes refSeq, SNPs v.138) y 
coordenadas de estudios del proyecto ENCODE 
(Estados cromatínicos basados en modelos de Markov 
ocultos, zonas de unión de factores de transcripción y 
clústeres de zonas hipersensibles a DNAsa) obtenidas 
de las bases de datos del UCSC Genome Browser 
(versión hg18 para el genoma y hg19 para el resto de 
sets de información, http://genome.ucsc.edu). 2. 
Lecturas de bisulfito descargadas del estudio original 
(234). 3. Uso de las utilidades de SAMTOOLS para 
procesar las lecturas de bisulfito de archivos SAM a 
archivos BAM ordenados e indexados 4. Archivos 
BAM con información de las lecturas. 5. Script de 
Python para la generación de los perfiles. Utiliza como 
datos de entrada la secuencia del genoma (1) y las 
lecturas procesadas (4). 6. Perfiles de metilación. 7. 
Script de Python que realiza la comparación de 
patrones entre perfiles (6). 8. Posiciones anómalas, 
coordenadas hg18. 9. Uso de la función "pileup" de 
SAMTOOLS y procesado con script de Python para 
comprobar si las posiciones anómalas son realmente 
SNPs o no. Utiliza como datos de entrada las 
coordenadas de las posiciones anómalas (8) y las 
lecturas procesadas (4). 10. Posiciones anómalas no correspondientes a SNPs, coordenadas hg18. 11. Uso de la herramienta liftOver, del UCSC Genome Browser, para el cambio de 
coordenadas a hg19. 12. Posiciones anómalas no correspondientes a SNPs, coordenadas hg19. 13. Uso de las funciones "intersectBED" y "closestBED" del paquete de programas 
BEDTOOLS para asignar a cada posición anómala su correspondiente elemento genómico (isla, gen o SNP) que lo contenga o el más cercano. 14. Análisis estadístico de 
enriquecimiento. 
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Las islas CpG utilizadas se ciñen la definición clásica (85) (ver bloque anterior 
para detalles). Sus coordenadas, junto a las de los genes pertenecientes a refseq 
(245) y las de los SNPs de la versión 138 (allSNP) de la base de datos dbSNP 
(246), se descargaron del UCSC Genome Browser, versión hg19 (240). 
Adicionalmente, se obtuvieron de la misma fuente, las posiciones de estados 
cromatínicos definidos mediante modelos de Markov (247), clústeres de 
hipersensibilidad a DNAsa y de los lugares de unión de 161 factores de 
transcripción en 91 tipos celulares, obtenidos mediante ChIP-seq. Estos tres 
últimos conjuntos de datos pertenecen al proyecto ENCODE (14). 
 
Dado que las lecturas del estudio original habían sido mapeadas con la versión 
del genoma hg18, se utilizó dicha versión en la generación de los perfiles 
genómicos. No obstante, para los análisis de enriquecimiento se utilizaron 
datos más modernos, versión hg19, que contienen mayor número de 
elementos. Para poder cruzar ambos conjuntos de datos, una vez obtenidas las 
posiciones anómalas, se realizó un cambio de coordenadas entre las versiones 
de ensamblajes genómicos hg18 y hg19, mediante la utilidad del UCSC 
Genome Browser, liftOver. 
 
3.2.2-Generación de perfiles cuaternarios genómicos 
 
Los perfiles de metilación para los genomas de las líneas celulares H1 e IMR90 
se generaron mediante un script de Python (MethProfile.py). Aprovechando 
la diferencia en secuencia que se produce por la transformación por bisulfito, 
se definió el coeficiente de metilación como [nº C/(nºC+nºT)] (ver bloque 
anterior para detalles). El script de Python escanea el genoma buscando el 
motivo CG. Una vez encontrado, calcula el coeficiente de metilación en 
función de los nucleótidos de las lecturas, utilizando la librería de Python 
pysam y teniendo en cuenta ambas cadenas del ADN. Posteriormente, asigna 
un valor de un código de 4 posibilidades en función del valor del coeficiente 
de metilación (Figura 19): 
 
• 1 si el coeficiente de metilación es igual o superior a 0,8 
• 0 si el coeficiente de metilación es igual o inferior a 0,2 
El código de los scripts utilizados en este trabajo, así como archivos 
importantes, puede encontrarse en el repositorio online  
github.com/vbarrera/thesis 
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• X si el coeficiente de metilación se encuentra entre 0,2 y 0,8 
• N si no hay suficiente lecturas informativas. 
 
Para evitar falsos positivos, la búsqueda de posiciones individuales anómalas 
requiere un alto grado de informatividad en la determinación del coeficiente 
de metilación. Por ese motivo, en este estudio se descartaron aquellas 
posiciones con menos de 10 lecturas. Adicionalmente, para minimizar el 
número posiciones anómalas debidas a cambios en la secuencia no debidos a 
metilación, las posiciones cuya suma C+T sea inferior a 10, fueron también 
descartadas. 
 
De esta forma se obtiene para cada cromosoma un perfil de metilación, en 
forma de cadena de texto, formado por valores de un código cuaternario. 
Cabe mencionar no obstante, que únicamente se procesaron los cromosomas 
autosómicos. Dada la especial regulación epigenética que tienen los 
cromosomas X e Y durante el desarrollo, no se les incluyó en el análisis. 
 
 
Figura 19: Ejemplo de obtención del perfil de metilación 
Los dinucleótidos CpG están subrayados. Los cálculos se realizaron para las dos cadenas de ADN 
(únicamente se muestra una en el ejemplo) e integrados en una única medida para cada CpG. En este 
ejemplo se muestra, por simplicidad, un caso para un filtro de 5 y no de 10. Bajo estas premisas, se muestran 
4 posiciones CpG informativas y una no informativa. Se obtiene el coeficiente de metilación según [nº 
C/(nºC+nºT)]. Posteriormente se asigna, a cada sitio CpG, un valor del código cuaternario en función del 
coeficiente de metilación (1 si Coef.≥0,8; 0 si Coef. ≤0,2; X si 0,8>Coef. <0,2 y N si no es informativa) 
 
3.2.3-Búsqueda de secuencias anómalas 
Una vez obtenidos los perfiles de cada cromosoma, éstos fueron analizados 
mediante un script de Python (profileFrequencies.py) para obtener de cada 
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uno, la frecuencia de aparición de secuencias ininterrumpidas formadas por 
valores de metilación extremos (totalmente desmetilados, 0, o totalmente 
metilados, 1). El script recorre el perfil posición a posición identificando las 
secuencias que se encuentran limitadas por valores de X o N. Se obtiene así 
una relación de las diferentes secuencias junto a la cantidad de veces que 
aparecen en los perfiles de metilación de H1 e IMR90 (Figura 20). 
 
Adicionalmente, se realizó un estudio de aleatoriedad para poder estudiar 
posibles sesgos en los resultados, debidos a la distribución bimodal de la 
metilación (ver trabajo anterior para detalles). Para ello, en primer lugar, se 
obtuvieron todos los valores de 0s y 1s de cada perfil. Posteriormente, éstos 
fueron reasignados al azar entre las posiciones originales que contenían 0s y 
1s. De esta forma, se obtienen unos perfiles de metilación virtuales con una 
distribución aleatoria de la metilación. 
 
Tras el análisis de la distribución de los tamaños y su frecuencia, se seleccionó 
un tamaño de secuencia de 11 sitios CpG y se identificaron como posiciones 
anómalas de interés aquellas posiciones centrales que presentan un 
comportamiento totalmente opuesto a los sitios CpG flanqueantes: 
• Desmetilación en entorno metilado 11111011111. 
• Metilación en entorno desmetilado  00000100000. 
 
La primera secuencia presenta 8.872 y 4.882 apariciones en H1 e IMR90 
respectivamente. Por otro lado, la segunda, no aparece en el perfil de H1 y en 
IMR90, únicamente en 11 ocasiones.  
 
 
Figura 20: Ejemplo del procesado de los perfiles 
Los perfiles son escaneados en busca de secuencias formadas por sitios CpG con estados totalmente 
metilados (1) o desmetilados (0). Se obtiene así una relación de todas las secuencias presentes y la 
frecuencia de las longitudes. 
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3.2.4-Comparación de las posiciones anómalas entre líneas 
celulares 
Se comparó el estado de metilación de las posiciones anómalas entre las líneas 
H1 e IMR90 para identificar posiciones con una posible función reguladora 
putativa. Para ello, se utilizó un script de Python (compareProfiles.py). El 
script escanea un primer perfil (A) buscando la secuencia deseada. Diversas 
instancias solapantes de una misma secuencia son mostradas individualmente 
(p.ej. En 11111011111011111 aparece la secuencia 11111011111 en dos 
ocasiones, en negrita y subrayado). Una vez identificadas las coordenadas de 
la secuencia dentro del perfil (A), se interroga al segundo perfil (B) utilizando 
esas coordenadas para determinar qué secuencias aparecen (Figura 21). 
 
 
Figura 21: Ejemplo de comparación de perfiles 
En este ejemplo, el perfil (A) es el correspondiente a la línea celular H1. En primer lugar se obtienen las 
coordenadas, dentro de ese perfil para la secuencia deseada, en este caso 11111011111. Una vez obtenidas, 
se obtienen las secuencias correspondientes a esas coordenadas en el perfil (B), correspondiente a la línea 
celular IMR90. 
 
Una vez identificadas las posiciones anómalas, se realizó un análisis con las 
lecturas originales para descartar posibles SNPs que explicaran el valor 
anómalo de metilación observado. Para ello se utilizó la función "pileup" del 
programa SAMTOOLS (239) que permite obtener los valores de las lecturas 
de cada posición. Debido a que la mutación puede aparecer en ambos 
nucleótidos del dinucleótido CpG, el script de Python (checkTableSNP.py) los 
analiza por separado. Para saber si se trata o no de una mutación y no un 
cambio provocado por el bisulfito, se analiza el nucleótido complementario a 
la citosina de interés. Un número elevado de adeninas (A) indica que la timina 
(T) observada es debida a un cambio polimórfico. En cambio, si se observa un 
valor elevado de guaninas (G), la obtención de la timina es debida a la 
transformación por bisulfito de una citosina (C) desmetilada. 
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3.2.5-Determinación de las características epigenéticas de 
las regiones con posiciones anómalas 
Para encontrar los elementos genómicos más cercanos a las posiciones, se 
utilizaron las funciones "intersectBed" y "closestBed" del paquete de software 
BEDTOOLS (242). 
 
Por otro lado, para los cálculos y gráficos derivados, se utilizó el software 
estadístico R. En los análisis de enriquecimiento en elementos genómicos 
(estados cromatínicos, sitios de hipersensibilidad o lugares de unión de 
factores de transcripción) se realizaron test de permutaciones mediante el 
paquete regioneR (248). Dicho paquete genera, en cada permutación, una 
nueva población de análisis del mismo tamaño que la original, tomando las 
muestras de una población control. Una vez generada, analiza el número de 
veces que las posiciones intersecan con los elementos genómico de interés. En 
cada test de enriquecimiento se realizaron 5.000 permutaciones. De esta 
forma, se genera la distribución poblacional del número de intersecciones. 
Ésta se utiliza posteriormente para establecer la significancia de la población 
original en el análisis. En los test realizados, la población control utilizada 
consistió en todas las posiciones que cambian su estado en la comparación H1 
e IMR90, un total de 1.017.790 posiciones. En la realización de estos test se 
utilizó una versión del genoma hg19, BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19.masked, 
que tiene las regiones repetitivas, como los centrómeros, enmascaradas. De 
esta forma, se evitan posibles sesgos dada la intensa metilación de estas 
regiones heterocromatínicas. 
 
Finalmente, los análisis de lugares de unión de factores de transcripción se 
realizaron con el paquete de software MEME (249). Se utilizaron las 
funcionalidades AME (Analysis of Motif Enrichment"), MEME (Multiple Em 
for Motif Elicitation) y Tomtom. La primera permite analizar enriquecimiento 
en motivos de factores de transcripción entre dos conjuntos de secuencias. La 
base de datos de motivos utilizadas fue JASPAR (250). La segunda 
funcionalidad permite descubrir posibles motivos comunes en un conjunto de 
secuencias. Finalmente, Tomtom permite comparar los motivos descubiertos 
con bases de datos de motivos para ver si comparte parecido con alguno. Para 
este fin se ha utilizado la base de datos HOCOMOCO v9 (251). Dicha base de 
datos contiene 426 motivos redundantes de homo sapiens para 401 factores de 
transcripción. 
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4.1-Evaluación a escala genómica de sitios CpG 
individuales como representantes del estado de metilación 
de islas CpG 
 
4.1.1-Caracterización de la heterogeneidad de la metilación 
del ADN en las islas CpG 
La exploración y caracterización de la metilación de todas las dianas CpG de 
una región requiere el uso de metodologías costosas en términos de tiempo y 
dinero. Por este motivo, en la mayoría de estudios donde se determina la 
metilación del ADN, se utilizan técnicas de análisis basadas en la 
determinación de uno o unos pocos sitios CpG. La principal hipótesis de 
trabajo que se asume es la homogeneidad de la metilación en la región a 
analizar. Dada la importancia que tiene esta asunción como pilar de estas 
metodologías, nuestro primer objetivo es la caracterización del estado de 
metilación a lo largo de nuestras regiones de interés, las islas CpG. 
 
Mediante el script CpGMethStatus.py se obtuvo el valor del coeficiente de 
metilación, ßC, de todas las islas CpG del estudio. Podemos observar que los 
valores se distribuyen de forma bimodal, con la mayoría de los valores 
cercanos a 0 (totalmente desmetilada) o 1 (totalmente metilada) y algunos 
valores intermedios (Figura 22). Los resultados muestran un enriquecimiento 
en islas CpG metiladas en células H1, en comparación con el resto de líneas 
celulares, tal y como se había indicado en estudios anteriores (234). No 
obstante, esta diferencia desaparece al utilizar en el análisis todas las islas CpG 
cuya única restricción es tener al menos una lectura (Figura 22). Esto indica 
un sesgo dependiente de metilación en la muestra H1 ya que, aparentemente, 
las islas CpG metiladas tienen mayor cobertura de lecturas que las 
desmetiladas. 
 
El valor ßC de una isla CpG representa el valor general de su metilación. No 
obstante, es necesario estudiar la metilación que presentan el conjunto de 
sitios CpG que la componen para determinar su variabilidad y comprobar si 
ßC es una medida estable. Podemos representar la heterogeneidad de la 
metilación de una isla CpG como la desviación estándar (SD) del coeficiente 
de metilación que existe entre los dinucleótidos CpG contenidos en dicha isla 
(Figura 23). Si obtenemos esos valores para todas las islas del estudio, la 
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mayor variabilidad se observa en una pequeña población de islas CpG con 
valores intermedios de metilación (Figura 23). Este hecho indica que los 
valores intermedios se deben a estados de metilación alternantes (entre 
totalmente desmetilado, 0,  y totalmente metilado ,1) de las posiciones 
individuales y no a un valor intermedio homogéneo entre todos los 
dinucleótidos CpG. Para analizar si la desviación estándar dependía del valor 
de metilación total de la isla, se exploró la distribución de la variabilidad en 
función de los niveles de metilación. En base a los resultados anteriores 
(Figura 23), se esperaba que aquellas islas CpG altamente metiladas o 
desmetiladas mostraran una menor heterogeneidad. Así se pudo confirmar en 
las islas CpG metiladas, con los niveles más bajos de variabilidad interna 
(Figura 24). Sorprendentemente, las islas desmetiladas exhibían una alta 
homogeneidad en las células H1 pero una distribución más amplia en el resto 
de muestras, indicando un perfil de metilación más relajado. Las islas CpG 
metiladas de forma intermedia mostraron los mayores niveles de variabilidad 
interna, pero al igual que en el caso anterior, en las células H1 era inferior al 
resto (Figura 24). 
 
 
Figura 22: Distribución del coeficiente de metilación de islas CpGs con alta cobertura 
(paneles superiores) y todas las islas sin importar cobertura (paneles inferiores) en las 
cuatro líneas celulares 
Las líneas verticales de puntos delimitan las áreas del gráfico conteniendo islas CpG desmetiladas (ßC<0,25) 
y metiladas (ßC>0,75). Perfiles ilustrativos de la metilación del ADN en islas CpG se representan en el 
gráfico mediante diagramas lollipop, donde cada circulo vacío representa sitios CpG desmetilados, los grises 
representan metilación parcial y los negros, sitios completamente metilados. 
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Figura 23: Homogeneidad de la metilación de los sitios CpG en las islas CpG 
La media de todas los sitios CpG informativos que se localizan dentro de cada isla CpG (Coeficiente de 
metilación de la isla CpG, ßC) se representa contra la desviación estándar (SD) para las cuatro líneas 
celulares analizadas en este estudio. Las líneas verticales de puntos delimitan las áreas del gráfico que 
contienen islas CpG desmetiladas (ßC<0,25) y desmetiladas (ßC>0,75). Se muestran el número de puntos 
representados en cada área del gráfico e histogramas de su distribución en ambos ejes. Perfiles ilustrativos 
de la metilación del ADN en islas CpG se representan en el gráfico mediante diagramas lollipop, donde cada 
circulo vacío representa sitios CpG desmetilados, los grises representan metilación parcial y los negros, 
sitios completamente metilados. Únicamente se muestran islas CpG con alta cobertura. 
 
En conjunto, estos resultados indican una alta homogeneidad en los perfiles 
de metilación de las islas CpG, especialmente los de las islas metiladas. Los 
datos obtenidos permiten afirmar que los valores de metilación total de las 
islas CpG, ßC, representan de una forma fiable los valores medios de 
metilación de los dinucleótidos que contienen. No obstante, las islas altamente 
desmetiladas y, especialmente, las intermediamente metiladas, exhiben 
diferentes niveles de heterogeneidad. Este hecho puede sugerir que, para un 
pequeño número de islas, los dinucleótidos CpG individuales pueden no ser 
representativos de su perfil global de metilación. 
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Figura 24: Gráficos de densidad de la desviación estándar (SD) del coeficiente de metilación 
de las islas CpG 
Densidad de la distribución de la desviación estándar en grupos de islas CpG definidos por su coeficiente de 
metilación: METILADAS ßC > 0,75; DESMETILADAS, ßC < 0,25; INTERMEDIAS, ßC: 0,25 a 0,75. 
 
4.1.2-Metilación de las dianas HpaII del ADN como 
representantes de la metilación de la isla CpG 
Una vez determinada la homogeneidad de las islas, el siguiente paso para dar 
validez a las técnicas habituales de análisis de la metilación es estudiar el valor 
predictivo de un sitio CpG individual contenido en una isla CpG. Se 
seleccionó la diana de restricción HpaII (CCGG) debido a su amplio uso en 
técnicas específicas de locus y de escala genómica.  
 
Mediante el script REMethStatus.py se determinó el coeficiente de metilación 
de las dianas HpaII, ßH, del estudio. Un total de 31.153, 77.417, 249.053 y 
251.516 dianas HpaII localizadas dentro de las islas CpG preseleccionadas 
eran informativas en células H1, IMR90, ADSC y ADSC-Adi respectivamente 
(Tabla 4). La simetría de la metilación del ADN en las dianas HpaII se 
confirmó comparando los coeficientes de metilación de las dos cadenas, 
calculados por separado. En este estudio únicamente aquellas dianas HpaII 
 
Resultados 
| 63 
 
con 5 o más lecturas informativas en al menos una cadena se consideraron 
con alta cobertura y fueron incluidas en el análisis. 
 
Con los datos de metilación de las dianas HpaII y sus correspondientes islas 
CpG se analizó su asociación. A nivel global, se observó una excelente 
correlación entre el coeficiente de metilación de HpaII, ßH, y su 
correspondiente isla CpG (H1, r = 0,96, P<10-15; IMR90, r = 0,93, P<10-15; 
ADSC, r = 0,94, P<10-15; ADS-Adi, r = 0,94, P<10-15) (Figura 27). También se 
obtuvieron valores altos de correlación (r > 0,94) para el resto de líneas 
celulares (Figura 28). Análisis posteriores de los datos revelaron que, en las 
islas CpG metiladas de todas las líneas celulares analizadas, las dianas HpaII 
tienden a estar hipermetiladas (diferencias entre los coeficientes de metilación, 
ßC - ßH <0) al compararlas con el coeficiente global de metilación de su 
respectiva isla CpG (Figura 25). Por el contrario, no se observa este sesgo en 
islas CpG desmetiladas o intermediamente metiladas. 
 
 
Figura 25: Gráficos de densidad de la diferencia entre el coeficiente de metilación de la isla 
CpG y su respectivo coeficiente de metilación de HpaII 
Se observa una distribución bimodal en las células H1 (azul) sugiriendo que una subpoblación de sitios 
HpaII tiende a estar hipermetilada, comparada con su isla CpG. Una exploración posterior de la 
distribución en función del estado de metilación de la isla CpG (METILADAS, DESMETILADAS, 
INTERMEDIA) reveló una ligera hipermetilación en los sitios HpaII (comparados con sus respectivas islas 
CpG) en las islas CpG metiladas (METILADAS, ver flecha). 
 
Con la intención de comprobar si los resultados de correlación no eran 
debidos a la mayor presencia de ciertos niveles de metilación en las muestras, 
se realizó una simulación computacional (ver materiales y métodos). La 
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aleatorización de los sitios CpG de todas las islas CpG virtuales mostró que no 
había correlación entre las dianas HpaII hipotéticas y sus correspondiente 
islas CpG (r = 0,30 y r = 2,22 con los datos de H1 e IMR90 respectivamente), 
demostrando que la correlación observada no se debe a las distribución 
bimodal de los niveles de metilación del ADN (Figura 26). 
 
 
Figura 26: Estudio de aleatoriedad con islas CpG virtuales 
Gráficos de correlación entre los coeficientes de metilación de dianas de restricción HpaII simuladas (sitio 
aleatorio ßH) e islas CpG simuladas (sim ßC) utilizando datos relativos a las dos líneas celulares H1 e IMR90. 
Se ha añadido una línea que representa el modelo lineal. 
 
4.1.3-Extensión a otras definiciones de islas CpG 
Los resultados mostrados hasta el momento se corresponden con el análisis de 
las islas CpG anotadas en el UCSC Genome Browser, una fuente de referencia 
en información genómica, que se ajustan a la definición clásica (85). No 
obstante, otros estudios han propuesto nuevos métodos y criterios para definir 
las islas CpG. Con la intención de ampliar nuestros resultados a otras 
definiciones de islas CpG, se han considerado dos de estos estudios, uno 
basado en la captura experimental de islas (93) y otro en la aplicación de 
modelos de Markov ocultos (86). En ambos casos, se mantiene una alta 
correlación (Figura 29). Es importante destacar que el conjunto de islas CpG 
identificadas experimentalmente (93), pero que no estaban anotadas en el 
UCSC Genome Browser, mostraban una correlación similar a pesar de 
contener una proporción en islas CpG metiladas mayor que las islas que se 
ceñían a la definición clásica (Figura 29). 
  
 
 
Figura 27: Gráficos de correlación para los coeficientes de metilación entre las HpaII (ßH) y sus correspondientes islas CpG (ßC) en muestras H1, IMR90, 
ADS-Adi y ADSC 
Las líneas de puntos delimitan las áreas con diferencias >0,25 entre los coeficientes de metilación del sitio HpaII y su correspondiente isla CpG. Se muestran el número de puntos 
representados en cada área del gráfico e histogramas de su distribución en ambos ejes. Los paneles superiores muestran la correlación para sitios HpaII individuales con sus respectivas 
islas CpG. Los paneles inferiores muestran las mismas correlaciones pero comparando la media de todos los sitios HpaII en una isla CpG dada. El número de islas CpG informativas 
para cada línea celular se muestra en la Tabla 4. 
  
 
 
Figura 28: Gráficos de correlación para los coeficientes de metilación entre las HpaII (ßH) y sus correspondientes islas CpG (ßC) para ADS-iPSC, FF-iPSC, 
H9 y IMR90-iPSC 
Las líneas de puntos delimitan las áreas con diferencias >0,25 entre los coeficientes de metilación del sitio HpaII y su correspondiente isla CpG. Se muestran el número de puntos 
representados en cada área del gráfico e histogramas de su distribución en ambos ejes. Únicamente las islas CpG con alta cobertura fueron consideradas. 
  
 
 
Figura 29: Gráficos de correlación para los coeficientes de metilación entre las HpaII (ßH) y sus correspondientes islas CpG (ßC), según varios criterios de 
definición, en las líneas celulares H1 e IMR90 
Correlación entre (ßH) y (ßC) en islas CpG definidas por el criterio clásico (UCSC Genome Browser), modelos de Markov ocultos (86), y detectadas mediante CAP-Seq (93). En este 
último caso, únicamente se muestran las islas CpG no incluidas en la lista del UCSC Genome Browser. Las líneas de puntos delimitan las áreas con diferencias >0,25 entre los 
coeficientes de metilación del sitio HpaII y su correspondiente isla CpG. Se muestran el número de puntos representados en cada área del gráfico e histogramas de su distribución en 
ambos ejes. Únicamente las islas CpG con alta cobertura fueron consideradas.  
 
Resultados 
 
68 | 
 
4.1.4-Valor predictivo de la diana HpaII 
En muchos estudios de metilación del ADN los datos se indican como marcas 
binarias (metilado/desmetilado). Por ese motivo, se realizó una evaluación 
cualitativa del valor predictivo de las dianas HpaII. Mediante un análisis de 
curva de Característica Operativa del Receptor (ROC) se definieron los puntos 
de corte óptimos y la exactitud en las predicciones de la metilación de la isla 
CpG, en función de la metilación de la diana HpaII (Figura 30). En todos los 
casos el área bajo la curva estaba por encima de 0,95 indicando un alto valor 
diagnóstico. El punto de corte de ßH para islas CpG metiladas (ßC>0,75) 
oscilaba entre ≥0,40 y ≥0,67 y para islas CpG desmetiladas (ßC<0,25), entre 
≥0,34 y ≥0,12. En todos los casos, la sensibilidad y la especificidad eran ≥90% 
(Figura 30). 
 
 
Figura 30: Análisis del valor predictivo del coeficiente de metilación de HpaII (ßH) respecto 
al coeficiente de metilación de su respectiva isla CpG (ßC) mediante curva de Característica 
Operativa del Receptor (ROC) 
Para realizar el análisis, se considera que unas isla está metilada cuando el valor medio de todos los 
coeficiente de metilación de los sitios CpG que contiene, ßC >0,75. Por otro lado, se la considera 
desmetilada cuando ßC <0,25. 
 
Adicionalmente, se realizó una evaluación de la cantidad de sitios 
discordantes tomando la diferencia absoluta entre los dos coeficientes, (|ßC-
ßH|), como referencia de concordancia entre las dianas HpaII y sus 
correspondientes islas CpG. Si se establece un criterio arbitrario de (|ßC-ßH|) 
>0,25 como valor límite de concordancia, 5,2% (1.169 de 32.153), 8,3% (6.455 
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de 77.417), 3,13% (7.802 de 249.053) y 3,01% (7.575 de 251.516) de las dianas 
HpaII mostraron resultados discordantes en las células H1, IMR90, ADSC y 
ADS-Adi respectivamente (Figura 27). Cuando el valor límite se establece en 
>0,5, la proporción de datos no coincidentes se reduce a 0,9% (300 de 32.153), 
1,3% (1.034 de 77.417), 0,52% (1.288 de 249.053) y 0,50% (1.249 de 251.516) 
respectivamente. 
 
Las técnicas de análisis de la metilación que utilizan enzimas de restricción 
pueden beneficiarse de las múltiples ocurrencias que se dan en una misma isla 
CpG. Por ese motivo, se analizó la mejora que suponía la inclusión de varias 
posiciones HpaII. En aquellas islas con más de una diana HpaII informativa, 
la exactitud de la predicción de ßC mejoró utilizando la media de todos los 
sitios HpaII en lugar de uno. Tal y como se esperaba, la media de ßH muestra 
una mejor correlación con la metilación de la isla CpG (r>0,98) (Figura 27, 
paneles inferiores) y la diferencia entre ßC y ßH de dianas individuales se 
redujo dramáticamente al utilizar la media de la metilación de HpaII (Figura 
31). A nivel cualitativo los puntos discordantes (aquellos cuya diferencia en 
los coeficientes de metilación es superior a 0,25) fueron reducidos a 1,8, 2,7, 
0,95, y 0,89% en H1, IMR90, ADSC y ADS-Adi, respetivamente. Al utilizar un 
límite de 0,50, estos valores se reducen a 0,2, 0,1, 0,05 y 0,04%. 
 
A pesar de la baja proporción de sitios discordantes, se observó una alta 
recurrencia, especialmente en las muestras con alta cobertura (Figura 32). Por 
ejemplo, la comparación de 3 muestras mostró un solapamiento del 42% para 
2 o más muestras y un 16% para las 4 muestras (diferencia absoluta >0,25). 
Esto representa un enriquecimiento extraordinario ya que el número total de 
sitios HpaII informativos es de más de 250.000 y el número de sitios 
discordantes por muestra está alrededor del 3%. Si la discordancia estuviera 
distribuida de forma aleatoria se debería esperar aproximadamente 7 sitios 
HpaII discordantes en las 3 muestras frente a las 2.268 observadas. Esto 
representa un enriquecimiento superior a 300 veces lo esperado. 
 
En conjunto, estos resultados indican que la medida de metilación del ADN 
en las dianas HpaII (de forma individual o agrupada) es un buen indicador del 
estado de metilación de la isla CpG, especialmente cuando se utiliza más de 
una diana por isla. 
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Figura 31: Mejora en el valor predictivo del coeficiente de metilación de HpaII al usar la 
media de todos los sitios HpaII dentro de una isla 
La diferencia de metilación entre la isla CpG y el sitio HpaII (eje X) muestra una distribución más amplia al 
compararla con la utilización de la media de todas las dianas HpaII (eje Y) contenidas dentro de la isla CpG 
 
 
Figura 32: Recurrencia de las dianas HpaII discordantes en tres líneas celulares 
Los diagramas de Venn muestran el número de sitios con valores de metilación discordantes (diferencia 
absoluta >0,25) entre la diana HpaII y el coeficiente de metilación medio de su respectiva isla CpG. El 
número de sitios HpaII informativos es aproximadamente de 250.000 para todas las muestras. 
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4.1.5-Características de los sitios discordantes 
Para obtener mayor información sobre los determinantes de la metilación 
atípica en las dianas HpaII discordantes (aquellos puntos con una diferencia 
absoluta entre ßC y ßH >0,25) se exploraron algunas características genómicas: 
(i) distancia del sitio HpaII al extremo más cercano de la isla CpG; (ii) tamaño 
de la isla; (iii) número total de dinucleótidos CpG en la isla y (iv) el ratio CG 
Observado/Esperado de la isla). Se estudiaron de forma separadas los sitios 
hipometilados de los hipermetilados (en relación a la metilación de la 
correspondiente isla CpG) (Figura 33). En los análisis no se observaron 
diferencias significativas en la distribución de estas características, con la 
excepción de un ligero incremento en sitios discordantes (tanto hipo como 
hipermetilados) en islas de gran tamaño y con mayor número de 
dinucleótidos CpG (Figura 33), especialmente en células H1. 
 
 
Figura 33: Características genómicas de las islas CpG en función de su concordancia con su 
sitio HpaII 
Evaluación de características estructurales de la isla CpG para las líneas H1 e IMR90 (longitud, número de 
CpGs, ratio CG observado/esperado y distancia de HpaII a su extremo más cercano). 
 
Finalmente, se analizó la posible aparición de SNPs (single nucleotide 
polymorphisms) afectando al dinucleótido de la diana HpaII que pudiera 
explicar las discrepancias. Los datos sobre SNPs fueron descargados de dbSNP 
versión 135 en ftp.ncbi.nih.gob/snp. Alrededor del 3% de todos los sitios 
HpaII contienen polimorfismos que afectan a la detección de la metilación. 
Las dianas HpaII discordantes exhiben un significativo elevado 
enriquecimiento en SNPs (hasta el 9%) comparado con los sitios concordantes 
(Tabla 5). Esto sugiere que una fracción de las discordancias puede ser debida 
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a variaciones genéticas que pueden ser confundidos con cambios epigenéticos 
debido a la ambigüedad que genera el método de secuenciación con bisulfito. 
 
Tabla 5: Frecuencia de SNPs en sitios HpaII 
Línea celular  H1  IMR90  
Concordantes1 (SNP/total)  1.025/30.484 
3,4%  
1.810/70.962  
2,5%  
Discordantes2 (SNP/total)  159/1.669  
9,5%  
310/6.415  
4,8%  
Test de Fisher  p<10-15  p<10-15  
Clasificación en función de la diferencia de metilación respeto a su respectiva isla CpG. 
1Concordante: La diferencia absoluta entre el coeficiente de metilación de la isla CpG y el coeficiente de 
metilación del sitio HpaII <0,25.  
2Discordante: La diferencia absoluta entre el coeficiente de metilación de la isla CpG y el coeficiente de 
metilación del sitio HpaII >0,25.  Los datos sobre SNPs fueron obtenidos de dbSNP versión 135 de 
ftp.ncbi.nih.gov/snp 
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4.2-Identificación a nivel genómico de secuencias 
regulatorias mediante detección de estados de metilación 
anómalos en sitios CpG 
 
4.2.1-Identificación de posiciones anómalas 
El estudio anterior ha mostrado la alta homogeneidad existente en la 
metilación de las islas CpG. En estas regiones genómicas, cada posición CpG 
individual tiene un coeficiente de metilación similar a sus posiciones CpG 
adyacentes. Sin embargo, en otros escenarios, no es raro observar diferencias 
de metilación importantes entre dos CpGs próximas. Un ejemplo claro son las 
CpGs situadas en las zonas limítrofes de las islas CpGs. En este caso, las 
diferencias pueden explicarse por las transiciones epigenéticas que se 
producen entre dos regiones genómicas con distinta funcionalidad. Por otro 
lado, aunque de una manera mucho menos frecuente, también es posible 
observar CpGs cuyo estado de metilación difiere de las posiciones adyacentes, 
pero sin una relación aparente con elementos genómicos. Las posiciones 
discordantes del estudio anterior que no corresponden a SNPs representan un 
ejemplo. 
 
Dado el interés que presentan estas posiciones discordantes, nuestro siguiente 
objetivo fue identificar aquellos dinucleótidos CpG con una metilación 
anómala respecto a su entorno. En primer lugar, se transformaron los 
genomas a perfiles de metilación mediante el script MethProfile.py, de 
acuerdo a las lecturas originales (ver Materiales y Métodos). Tal y como se 
describe también en la sección de Materiales y Métodos, hemos definido, de 
forma arbitraria, una CpG anómala como aquella posición central dentro de 
una secuencia de 11 CpGs que presenta un coeficiente de metilación contrario 
al resto de CpGs (Figura 34). Bajo esta definición se seleccionaron las 
secuencias 11111011111 y 00000100000. Se identificaron 13.765 apariciones 
de estas secuencias en conjunto para las líneas H1 e IMR90. Estas apariciones 
se distribuyen en 8.872 y 4.882 casos de la secuencia 11111011111 y 0 y 11, de 
la secuencia 00000100000, en H1 e IMR90 respectivamente. Cabe destacar que 
estas diferencias de frecuencias entre H1 e IMR90 para la misma secuencia no 
se deben a la cantidad de lecturas, dado que éstas presentan valores similares 
(1,16 y 1,18 mil millones para H1 e IMR90 respectivamente). 
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Figura 34: Patrones anómalos de metilación y comparación entre líneas celulares 
Imágenes obtenidas del navegador http://neomorph.salk.edu/human_methylome/browser.html (234). 
Se muestran dos regiones genómicas (A y B) comparando las secuencias de metilación en H1 e IMR90. Los 
rectángulos horizontales verdes representan genes y los multicolor, las lecturas de experimentos de RNA-
Seq. Las líneas verticales verde claro corresponden a los valores de metilación de citosinas en contexto CpG. 
Se enmarcan en negro las secuencias de 11 nucleótidos y en rojo, las CpGs centrales. Las secuencias 
anómalas de metilación son aquellas que presentan estados de metilación divergentes en la CpG de la 
posición central respecto al resto de dinucleótidos CpG flanqueantes (11111011111 en las líneas celulares 
H1 e IMR90 en A-y B respectivamente). La comparación de estas secuencias entre las líneas H1 e IMR90 
permite encontrar las posiciones de cambio. En las imágenes se observa la metilación de la posición central 
de H1 a IMR90 (A), situada dentro de un gen, y la desmetilación (B), fuera del gen. 
 
Para evaluar si las frecuencias observadas se podrían explicar por una 
distribución al azar de las posiciones anómalas, se generaron 10 perfiles de 
metilación virtuales de H1 e IMR90, redistribuyendo aleatoriamente todos los 
valores de 1s y 0s entre las posiciones originales (ver Materiales y Métodos). 
Todos los sets de datos virtuales mostraron, de forma consistente, un 
incremento de la secuencia 11111011111 respecto a los datos obtenidos 
experimentalmente, tanto en H1 como en IMR90 (Figura 35) con unos 
valores medios de 37.555 y 25.386 apariciones de la secuencia 11111011111 en 
H1 e IMR90 respectivamente. Este hecho parece indicar una selección 
negativa de estas posiciones anómalas. Por otro lado, la secuencia 
00000100000 no se observó en ninguna de las reconstrucciones virtuales. 
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Figura 35: Experimentos de aleatoriedad de apariciones del patrón 11111011111 
Se realizaron 10 simulaciones de aleatoriedad de los valores 1 y 0 en las líneas H1 e IMR90. Para ello se 
reubicaron los valores 1 y 0 de los perfiles de H1 e IMR90 de forma aleatoria y se obtenía el número de 
veces que se generaba la secuencia 11111011111. 
 
4.2.2-Comparación entre líneas celulares 
La determinación de las marcas epigenéticas en una misma región para 
distintas líneas celulares ha permitido encontrar zonas con metilación 
diferencial, como las DMRs, asociadas a cambios en la regulación génica. Por 
ese motivo, se compararon las apariciones de la secuencia 11111011111 entre 
las líneas celulares H1 e IMR90. No se analizó la secuencia 00000100000 dada 
su frecuencia extremadamente baja. Se observaron un total de 553 casos con 
cambios en el estado de metilación de la posición central (Figura 34) y 495 
donde ésta se mostró invariante (Tabla 6). De esta forma se identificaron 
posiciones candidatas que pueden representar zonas putativas de regulación. 
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Tabla 6: Comparación de la secuencia 11111011111 y cambios de la posición central en H1 e 
IMR90 
H1  IMR90 Nº de casos 
11111011111  11111111111 237 
11111011111  11111011111 495 
11111111111  11111011111 316 
 
Ya se ha mostrado en los resultados anteriores que algunos cambios de 
metilación detectados pueden ser debidos a alteraciones de la secuencia 
(SNPs). Por este motivo, se estudió la presencia de polimorfismos en las 
posiciones anómalas. Mediante el script checkTableSNP.py se utilizaron las 
lecturas originales para identificar posibles SNPs en estas posiciones. Una vez 
analizados, se compararon los resultados con los SNPs de la base de datos 
dbSNP versión 138 (Tabla 7). El 100% de las posiciones identificadas como 
SNPs mediante las lecturas se correspondían con SNPs reportados en la base 
de datos y fueron descartadas. Por otro lado, se identificaron 297 posiciones 
como No SNPs que se utilizaron en los análisis descritos a continuación. De 
éstas, 187 aparecían en la base de datos como posibles SNPs. Dado que los 
polimorfismos no aparecen en toda la población, el uso de las lecturas 
originales permite un mejor cribado. Por otro lado, la alta prevalencia de 
polimorfismos que se observa en estas posiciones se debe a la alta tasa de 
mutación del dinucleótido CpG que lo convierte en un sitio altamente 
polimórfico. 
 
Tabla 7: Identificación de SNPs mediante lecturas 
 SNP 
H1 > IMR90 
No SNP 
H1 > IMR90 
 0 > 1 0 > 0 1 > 0 0 > 1 0 > 0 1 > 0 
Experimental 204 432 115 33 63 201 
dbSNP v.138 204 204 115 32 63 92 
Comparación entre la clasificación SNP/NoSNP generada mediante las lecturas (Experimental) y los SNPs 
de la base de datos dbSNP versión 138 de ftp.ncbi.nih.gov/snp. 
 
Tal y como se ha indicado, se entiende una posición anómala como aquella 
que presenta un valor de metilación contrario al de sus posiciones adyacentes. 
No obstante, debido a la infrarrepresentación del dinucleótido CpG en el 
genoma humano, la distancia entre éstas podría ser demasiado elevada para 
considerarlas dentro de una misma región regulatoria. Por este motivo, se 
obtuvieron, para las 297 posiciones anómalas candidatas, las distancias de 
todos los dinucleótidos CpG a la posición central (Figura 36). Los valores de 
la mediana para las posiciones más alejadas (-5 y 5 respecto a la posición 
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central) se encuentran entre 1 Kb y 1.5 Kb. Interesantemente, las posiciones 
más cercanas (-1 y 1) se sitúan a ~80 pb para los casos 0 > 1 y 0 > 0 y a ~250 
pb en 1 > 0 (Figura 36). Este resultado destaca la importancia de estas 
posiciones anómalas como indicadoras de zonas de especial regulación dado 
que resulta poco probable que los complejos encargados de la metilación no 
establezcan el mismo patrón en posiciones tan cercanas. 
 
En conjunto, nuestros análisis nos han permitido obtener las coordenadas de 
297 posiciones anómalas en los perfiles de metilación de las líneas celulares 
H1 e IMR90. Hemos podido comprobar, gracias a las lecturas originales, que 
estas anomalías no son debidas a cambios polimórficos a pesar de que muchas 
de ellas se encuentran frecuentemente asociadas a SNPs. 
 
 
Figura 36: Gráficos Boxplot de las distancias entre dinucleótidos CpG de los patrones 
comparados 
Se muestra la distribución de las distancias de los dinucleótidos CpG que conforman el patrón a la posición 
central. Se analizan los grupo; A: 11111011111 > 11111111111; B: 11111011111 > 11111011111; C: 
11111111111 > 11111011111; D: todo. 
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4.2.3-Caracterización de las posiciones anómalas 
Una vez identificadas las posiciones anómalas, el siguiente objetivo fue 
estudiar si éstas se encontraban en regiones cromatínicas con características 
diferenciales. En primer lugar, se intersecaron las posiciones anómalas con las 
coordenadas de islas CpG debido a la importancia de estas regiones. No 
obstante, únicamente se observó un solapamiento con una isla en el grupo 1 > 
0. 
Una vez descartado un posible efecto sobre estos elementos regulatorios se 
decidió analizar la configuración cromatínica que envuelve a las posiciones 
anómalas. Para ello, se realizaron test de enriquecimiento mediante 
permutaciones con el paquete RegioneR (248) del software estadístico R. En el 
análisis se comparó la población de posiciones anómalas con una población 
control formada por todas las posiciones (1.017.790) que cambiaban de estado 
(de metilado a desmetilado o viceversa) entre las dos líneas celulares. De este 
cálculo se excluyeron por tanto, las CpGs que en alguna de las dos líneas 
celulares analizadas resultaban no informativas (menos de 10 lecturas, 
n=7.879.984) o presentaban niveles de metilación intermedios (entre 0,25 y 
0,75, n=8.640.766) o ambas características, una en cada línea (n=978.544). 
Estos filtros permiten utilizar una población control más parecida a la 
formada por las posiciones anómalas. Para cada análisis de enriquecimiento se 
realizaron 5000 permutaciones. 
 
Para estas posiciones se realizaron diversos análisis de enriquecimiento en las 
siguientes características cromatínicas. 
 
4.2.3.1-Accesibilidad del ADN 
Como ya se ha descrito en la introducción, en el genoma humano existen 
distintas configuraciones epigenéticas que definen regiones con diferentes 
actividades funcionales. Las zonas de mayor actividad en el genoma se 
corresponden con una estructura abierta y accesible. Por esta razón, en primer 
lugar se evaluó la presencia de las posiciones anómalas en zonas accesibles del 
ADN. Para ello, se testó su asociación a regiones hipersensibles a DNAsa I 
(Figura 37). La DNAsa I es una enzima que corta únicamente el ADN 
desnudo (no asociado a proteínas como por ejemplo las histonas) indicando 
zonas de accesibilidad para proteínas efectoras. Los resultados mostraron 
comportamientos opuestos entre el grupo 0 > 0, donde se observó 
empobrecimiento (Figura 37-B, p-val = 0,015 y z-score=2,00), y el grupo de 1 
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> 0 donde se encontró un claro enriquecimiento de estas posiciones en 
regiones hipersensibles a la DNAsa I (Figura 37-C p-val = 0,0002 y z-
score=11,06). El grupo de 0 > 1 muestra un ligero enriquecimiento aunque no 
es significativo (Figura 37-A p-val = 0,076 y z-score=1,24). 
 
 
 
Figura 37: Análisis de enriquecimiento de las posiciones anómalas en regiones 
hipersensibles a DNAsa 
Gráficos del paquete RegioneR de enriquecimiento de las posiciones centrales de los patrones anómalos (A: 
11111011111 > 11111111111; B: 11111011111 > 11111011111; C: 11111111111 > 11111011111). La 
distribución se genera mediante 5.000 permutaciones generando grupos del mismo tamaño que la muestra 
a analizar tomando los elementos de la población control (todas los dinucleótidos cambiantes entre H1 e 
IMR90). La línea vertical roja marca el punto de la distribución correspondiente al p-valor 0,05 y la línea 
vertical verde el valor del estadístico observado. 
 
En general, estos resultados indican una tendencia de las posiciones anómalas 
a estar asociadas a regiones accesibles del ADN, especialmente las posiciones 
que pertenecen al grupo 1 > 0. 
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4.2.3.2- Asociación a estados cromatínicos 
Por otro lado, el conjunto de marcas de histonas de una región permite 
identificar secciones funcionales dentro del genoma. Por este motivo, se 
evaluó la asociación de las posiciones estudiadas con estados de la cromatina. 
Estos estados provienen de estudios donde se integraron de datos de ChIP-Seq 
mediante modelos de Markov ocultos (247). Se utilizaron los datos de H1 
dada la inexistencia de datos para IMR90 en el momento del estudio. De 
nuevo, mediante RegioneR, se obtuvieron los estadísticos de los test de 
enriquecimiento (Tabla 8). De forma interesante, en los tres grupos 
estudiados se encontró un empobrecimiento en regiones inactivas (Tabla 8-
A) que, al ser analizadas en detalle, corresponden a heterocromatina (Tabla 8-
B). Estos datos indican que las posiciones anómalas se sitúan preferentemente 
en regiones activas del genoma. Es más, los estados asociados a transcripción 
estaban claramente enriquecidos en los tres grupos (Tabla 8-A y B). Por otro 
lado, se observó en el grupo 1 > 0 un empobrecimiento en regiones 
activadoras, especialmente en zonas activadoras débiles. 
 
Tabla 8: Análisis de enriquecimiento con estados cromatínicos de H1 
A 0 > 1 0 > 0 1 >0 
Estado pval z_score +/- pval z_score +/- Pval z_score +/- 
Promotor 0,0002 0,603 - 0,0002 0,826 - 0,0002 1,484 - 
Enhancer 0,2192 0,415 - 0,0536 1,147 - 0,0010 2,467 - 
Insulator 0,0002 0,478 - 0,0736 0,861 + 0,2645 0,274 - 
Transcripción 0,0002 9,770 + 0,0002 11,812 + 0,0002 14,530 + 
Reprimido 0,0516 1,021 + 0,0002 0,868 - 0,0980 0,859 - 
Inactivo 0,0002 7,828 - 0,0002 9,179 - 0,0002 9,869 - 
B          
Enhancer fuerte 0,0002 0,370 - 0,0002 0,503 - 0,0002 0,937 - 
Enhancer débil 0,2476 0,327 - 0,0676 1,028 - 0,0018 2,267 - 
Transcripción 0,0002 11,745 + 0,0002 18,205 + 0,0002 17,225 + 
Transcripción 
débil 
0,0002 6,088 + 0,0002 6,128 + 0,0002 9,187 + 
Heterocromatina 0,0002 7,735 - 0,0002 8,908 - 0,0002 10,089 - 
Repetitivo/CNV 0,0002 0,187 - 0,0002 0,257 - 0,0002 0,491 - 
Los valores en +/- indican enriquecimiento (+) o empobrecimiento (-). Se indica el p-valor para evaluar la 
significancia estadística. La magnitud de z-score indica cuan alejado se encuentra el valor del estadístico del 
valor medio. 
A) Clases amplias de estados cromatínicos. 
B) Subgrupos de los estados estadísticamente significativos; (Activador: Activador fuerte y débil; 
Transcripción: Transcripción y transcripción débil; Inactivo: Heterocromatina y Repetitivo/CNV). 
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4.2.3.3-Unión de factores de transcripción 
Los resultados obtenidos con los análisis anteriores muestran que las 
posiciones anómalas se sitúan en zonas de la cromatina activa, especialmente 
asociadas a la transcripción génica. Aparte de las marcas de histonas y la 
accesibilidad del ADN sabemos que la transcripción se regula, en gran 
medida, mediante la unión de factores de transcripción. Con el objetivo de 
comprobar la posible unión de factores de transcripción específicos a las zonas 
donde se encuentran las posiciones anómalas, se realizaron análisis de 
enriquecimiento. Los datos provenían de experimentos ChIP-Seq de 91 tipos 
celulares, permitiéndonos explorar una gran cantidad de ambientes 
regulatorios. Los resultados para los grupos 0 > 1 y 0 > 0 no mostraron 
enriquecimiento o empobrecimiento en ningún factor de transcripción. En 
cambio, si aparecieron resultados positivos para el grupo 1 > 0 (Tabla 9). Gran 
parte de los lugares de unión que aparecen enriquecidos pertenecen a factores 
de transcripción relacionados con la proliferación celular, diferenciación, 
supervivencia y crecimiento celular. 
 
En el interior de las células se establecen redes de expresión que regulan una 
gran cantidad de genes de forma coordinada. Los efectores de esa regulación 
son los factores de transcripción y por tanto, sus lugares de unión pueden 
utilizarse para estudiar patrones de expresión conjunta de distintos genes. Por 
ese motivo, se realizó un análisis de clústeres entre las posiciones anómalas y 
los factores de transcripción que aparecían unidos a estas posiciones. Se utilizó 
una medida de distancias binarias, donde la presencia de un factor en una 
posición anómala es un 1 y un 0 en caso contrario, y Ward como método 
jerárquico para el clustering. Interesantemente, al analizar la distribución de 
los lugares de unión, se observó un clúster en un conjunto de posiciones 
anómalas (Figura 38). Dicho clúster está formado por 17 posiciones 
anómalas, distribuidas por varios cromosomas, y 10 factores de transcripción. 
La totalidad de estos factores aparecían enriquecidos en el análisis anterior y 
corresponden a CEBPB, JUN, FOSL2, JUND, GATA2, POLR2A, FOS, EP300, 
STAT3 y MYC. 
 
El conjunto de factores FOS, JUN, FOSL2 y JUND se agrupan en homo- y 
heterodímeros conformando el factor AP-1. Este factor controla una gran 
cantidad de procesos celulares incluyendo la diferenciación, proliferación, 
supervivencia, apoptosis, crecimiento, migración celular y transformación 
(252). Adicionalmente, JUN y FOS, junto a MYC son factores de transcripción 
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de los que se ha descrito su implicación en la división celular (253). Otros de 
estos factores, como EP300 y STAT3, están también relacionados con 
procesos de crecimiento, división celular y apoptosis. 
 
Tabla 9: Análisis de enriquecimiento en lugares de unión de factores de transcripción de las 
posiciones anómalas del grupo 1 > 0 
FT pval z-score +/- 
FOS 0,0002 12,110 + 
JUN 0,0002 9,618 + 
FOSL2 0,0002 8,318 + 
JUND 0,0002 5,869 + 
FOXA1 0,0002 5,785 + 
CEBPB 0,0002 5,711 + 
POLR2A 0,0002 5,454 + 
EP300 0,0002 5,181 + 
NR3C1 0,0006 4,128 + 
STAT3 0,0002 4,093 + 
GATA3 0,0032 3,097 + 
GATA2 0,0050 2,637 + 
CHD2 0,0100 2,458 + 
RAD21 0,0176 2,065 + 
MYC 0,0194 2,054 + 
MAFK 0,0294 1,805 + 
Los valores en +/- indican enriquecimiento (+) o empobrecimiento (-). Se indica el p-valor para evaluar la 
significancia estadística. La magnitud de z-score indica cuan alejado se encuentra el valor del estadístico del 
valor medio  
 
Estos resultados muestran una alta presencia de factores de transcripción en la 
población de posiciones anómalas relacionados con procesos de expansión 
celular. El clúster principal está formado por 17 posiciones, un 8,5 % de las 
posiciones anómalas. No obstante, puede observarse como, para ciertos 
factores, se genera un clúster secundario de similar tamaño. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38: Heatmap del solapamiento entre lugares de unión de 
factores de transcripción y las posiciones anómalas del grupo  
1 > 0 
En rojo se muestra la presencia de lugares de unión para factores de 
transcripción. Las posiciones y lugares de unión de factores de 
transcripción que no presentaban ningún solapamiento fueron descartadas 
para el gráfico. La presencia o ausencia de un factor de transcripción en un 
posición dada puede codificarse como 1 o 0 respectivamente. Por ese 
motivo se utiliza un cálculo de distancia para datos binarios. El método de 
clustering utilizado es Ward, del tipo jerárquico aglomerativo. 
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Adicionalmente, se realizó una comparación in silico de motivos 
característicos de lugares de unión de factores de transcripción. Mediante la 
funcionalidad AME (Analysis of Motif Enrichment) del conjunto de paquete 
de software MEME Suite (249), se evaluó el enriquecimiento en motivos de 
secuencia asociados a factores de transcripción de la base de datos JASPAR 
(250). La búsqueda se realizó en las regiones que comprenden desde 100 
nucleótidos upstream hasta 100 nucleótidos downstream de las posiciones 
anómalas. Como población control se utilizaron todos los dinucleótidos CpG 
del genoma que cambiaban su estado de metilación (de 1 a 0 o viceversa). 
 
En concordancia con el análisis anterior, en los grupos 0 > 1 y 0 >0 no se 
observó ningún tipo de enriquecimiento. De manera similar, el grupo 1 > 0 
mostró enriquecimiento en motivos de secuencia de factores de transcripción 
de la familias JUN y FOS (Figura 39). Interesantemente, también aparecen 
lugares de unión para proteínas de la familia FOX. De forma similar a JUN y 
FOS, esta familia de factores de transcripción está involucrada en crecimiento 
celular, proliferación y diferenciación. De esta forma se valida tanto in silico 
como experimentalmente, el enriquecimiento en lugares de unión de factores 
de transcripción críticos en las regiones que rodean a las posiciones anómalas. 
 
Posteriormente, se analizó la existencia de motivos de unión no descritos en 
las bases de datos. Para ello, se utilizó la funcionalidad MEME (Multiple Em 
for Motif Elicitation) (249). En primer lugar se estudió la existencia de un 
motivo común en todas las secuencias. Los resultados obtenidos mostraron un 
único motivo significativo (por debajo del umbral de 0,05 de e-valor) en el 
grupo de secuencias de 1 > 0 (Figura 40-A). Este motivo se analizó mediante 
la funcionalidad Tomtom (249) que permite la comparación con una base de 
datos de motivos de ADN en humanos. No obstante, no se obtuvo ningún 
resultado significativo. 
 
A continuación, se realizó el mismo análisis eliminando el requisito de 
aparición del motivo en todas las secuencias. Aparecieron entonces diversos 
motivos significativos en distintos subgrupos de secuencias del grupo 1 > 0 
(Figura 40-B). Cuando se analizaron los distintos motivos mediante Tomtom, 
no aparecieron resultados significativos excepto para un motivo común a 12 
secuencias. Dicho motivo presenta en su zona central una región de muy alta 
similitud a la secuencia de unión de PAX5, perteneciente a la familia PAX 
(Figura 40-C). Esta familia de factores de transcripción son importantes 
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reguladores del desarrollo temprano y contribuyen a la transformación 
tumoral en caso de alteraciones. 
 
En conjunto, estos resultados muestran que las regiones en las que se 
enmarcan una parte de las posiciones anómalas son lugares con una 
importante regulación transcripcional. 
 
 
Figura 39: Análisis de enriquecimiento in silico en motivos de secuencia para lugares de 
unión de factores de transcripción para el grupo 11111111111 > 11111011111 
El grupo de control es el conjunto de todos los dinucleótidos CpG del genoma que cambiaban su estado de 
metilación (de 1 a 0 o viceversa). Se utilizó la última versión de JASPAR-vertebrados para la búsqueda de 
motivos. Se muestra el logo, el identificador dentro de la base de datos, el nombre del factor asociado y los 
p-valores del test (incluyendo el ajustado por Bonferroni). 
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Figura 40: Análisis de motivos mediante MEME y Tomtom para el grupo 11111111111 > 
11111011111 
La búsqueda de motivos comunes a todas las secuencias indicó un único motivo significativo (A). Este 
motivo no tiene parecido a otros conocidos en humanos [base de datos HOCOMOCO v9 (251)]. Al 
permitir la búsqueda en subgrupos de secuencias aparecen tres motivos significativos (B). Uno de ellos 
presenta un alto parecido al motivo de unión de PAX5 (C) al utilizar la utilidad Tomtom. 
 
4.2.3.4-Expresión de genes cercanos 
Estudios anteriores han descrito regiones diferencialmente metiladas (DMRs) 
entre células humanas embrionarias y fibroblastos (254). En estos análisis se 
observó que el estado de metilación de estas regiones correlacionaba con 
cambios en la expresión génica. Por este motivo, se estudió si los cambios de 
metilación detectados en las posiciones anómalas, entre las líneas celulares H1 
e IMR90, mostraban alguna correlación con la expresión de genes cercanos. 
Para ello se identificaron los TSSs de genes refseq más cercanos a cada 
posición anómala y se asignó a cada gen los valores de expresión, en H1 e 
IMR90, del estudio original (234). Posteriormente, se analizaron aquellos 
cambios significativos a una distancia inferior a 5.000 pb (Tabla 10).  
 
En la tabla pueden observarse cambios importantes en genes característicos de 
fibroblastos, como MMP1, una colagenasa, y ALCAM, implicado en la 
adhesión celular. En estos genes podemos observar un aumento en la 
expresión así como una desmetilación de la posición. Esto es especialmente 
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interesante en el caso de MMP1, dada la cercanía de la posición anómala a su 
TSS. 
 
Tabla 10: Cambios de expresión, entre H1 e IMR90, en genes cercanos a posiciones 
anómalas del grupo 1 > 0 
   Expresión (RPKM) 
 Gen Distancia al TSS(pb) H1 IMR90 
 MITF -3.799* 0,67 9,13 
 ALCAM 4.982 25,11 98,99 
 MMP1 -266 2,00 40,26 
 PSMC6 -4.588* 49,12 29,39 
 SNRPG -3.794 558,07 223,85 
 NDUFB1 -1.605 68,36 43,88 
 SH3GLB1 -4.195* 8,20 19,17 
 NCLN -2.462* 21,12 17,27 
RPKM: Reads per Kilobase per Million = [Nº de lecturas mapeadas]/ ([longitud del tránscrito]/1000)/ ([Nº 
total de lecturas]/10^6). Datos proporcionados en el estudio original (234). 
Distancia al TSS (Transcription Start Site). Las distancias negativas indican que el TSS se encuentra 
upstream de la posición anómala y las positivas, downstream. 
* La posición anómala se encuentra dentro del gen. 
 
Es importante mencionar el caso del gen NDUFB1. Éste codifica una 
subunidad del complejo I de la cadena respiratoria. No obstante, a pesar de 
que la posición anómala se encuentra más cerca del TSS de este gen, ésta se 
encuentra dentro del cuerpo de otro, CPSF2, de función desconocida pero 
relacionado con carcinoma de tiroides papilar (255, 256). La expresión de este 
gen varía de forma similar a NDUFB1, reduciéndose de 32.65 RPKM a 25.45 
en el paso de H1 a IMR90. Podemos observar que otros genes de la lista están 
relacionados a diversas enfermedades, MITF y ALCAM asociados a 
melanomas (257–259), SNRPG asociada a lupus eritematoso (260) y 
SH3GLB1 a Alzheimer (261). 
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HpaII como posición indicadora de la metilación 
En la actualidad, se considera la secuenciación por bisulfito como la técnica 
gold standard en los análisis de metilación del ADN. No obstante, el procesado 
y análisis de las muestras son procesos engorrosos. Además, la lectura de 
electroferogramas no está exenta de interpretaciones subjetivas y sesgos 
técnicos (262, 263). Por este motivo, se han desarrollado técnicas alternativas 
basadas en la determinación de uno o unos pocos sitios CpG. Un gran 
número de estudios que han mostrado metilación diferencial en islas CpG han 
utilizado estas aproximaciones. Por ejemplo, para análisis de regiones 
concretas, la técnica MSP (Methylation specific PCR) (223) es probablemente 
el método alternativo más utilizado. En cambio, en estudios a escala 
genómica, las metodologías que utilizan enzimas de restricción sensibles a la 
metilación y/o sondas específicas son frecuentemente utilizadas (264, 265). 
Cada método presenta sus ventajas y desventajas específicas y puede ser más o 
menos adecuado según el estudio a realizar. Existen diversos trabajos que han 
realizado un análisis sobre las características de los diferentes métodos y su 
rendimiento en función de distintos parámetros (p.ej. cantidad de material 
necesario, resolución, cuantitividad, cobertura genómica, coste 
computacional, etc.) (127, 244, 264–269). Se recomienda la lectura de estos 
trabajos en caso de querer profundizar en las comparativas. 
 
Por otro lado, en los últimos años ha aumentado el número de estudios que 
han analizado muestras humanas mediante WGBS (Whole-Genome Bisulfite 
Sequencing) (19, 234, 237, 270–274). Esta situación proporciona un entorno 
excelente para valorar, tanto desde un punto de vista teórico (244) como 
práctico (269, 275), las técnicas que reducen la complejidad del estudio 
mediante una disminución del número de CpGs analizadas. En el presente 
trabajo se ha determinado la concordancia entre la metilación de las dianas 
HpaII y las islas CpG que las contienen. Para ello, se han utilizado datos 
públicos de dos estudios WGBS de muestras humanas (234, 237). Por otra 
parte, se seleccionó la diana HpaII dada su presencia en el 94% de las islas 
CpG del genoma. No en vano, la diana de restricción de HpaII (CCGG), 
conjuntamente con la de SmaI (CCCGGG), que incluye la diana HpaII, es la 
más utilizada en estudios de metilación del ADN (265, 275, 276). Además, no 
podemos eludir las razones históricas debido a su papel fundamental en el 
descubrimiento y caracterización inicial de las islas CpG, originalmente 
conocidas como HpaII Tiny Fragment (HTF) islands. 
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Nuestros análisis de los datos de Lister et al. (234, 237) muestran que la 
metilación de aquellas dianas HpaII que están dentro de islas CpG, resultan 
excelentes indicadores de la metilación global de las islas. Estos resultados 
están en concordancia con otros estudios que utilizan estrategias diferentes 
(275). Es importante destacar que más allá de la correlación cuantitativa, las 
dianas HpaII mostraron un alto valor predictivo a nivel cualitativo (la forma 
más habitual de indicar el estado de metilación del ADN). Por tanto, el valor 
de metilación de la diana HpaII permite asignar correctamente a la isla CpG, 
como metilada o desmetilada, con un alto porcentaje de acierto. Además, el 
uso conjunto de varias dianas HpaII, en aquellas islas CpG que contenían dos 
o más dianas, proporcionaba predicciones extremadamente exactas del valor 
de metilación de la isla.  
 
Adicionalmente, nuestros resultados indican que esta alta correlación parece 
ser independiente de los niveles globales de metilación, siendo éstos bastante 
diferentes entre las muestras y tipo de tejido. Asimismo, es importante 
observar que esta correlación se mantiene incluso cuando se utilizan islas CpG 
definidas mediante otros criterios (86, 93), incluyendo aquellas no presentes 
en la lista del UCSC Genome Browser (Figura 29). También cabe destacar que 
el análisis aquí presentado muestra una proporción mayor en islas metiladas 
en el conjunto de islas CpG definidas mediante criterios alternativos, que en el 
grupo de islas del UCSC Genome Browser (Figura 29, histogramas verticales). 
Estos resultados son consistentes con el enriquecimiento en DMRs 
(Differentially Methylated Regions) observado en las islas CpG no definidas 
mediante criterios tradicionales (86, 254). Es más, la mayoría de DMRs de 
células de cáncer de colon (277) solapan con las islas CpG definidas mediante 
modelos de Markov ocultos (86). Esta asociación permite expandir la 
aplicación de esta aproximación a por ejemplo, el estudio de DMRs. 
 
Limitaciones en la aplicación de esta metodología 
La metodología aplicada en este trabajo presenta, no obstante, ciertas 
limitaciones. Su principal desventaja, como toda técnica basada en una 
reducción de la complejidad, es la incompleta representatividad de todos los 
elementos a analizar. En nuestro estudio estos elementos son las islas CpG. En 
el genoma humano, 1.718 islas CpG de 28.226 (6,1%) no contienen ninguna 
diana HpaII. Sin embargo, aspirar al nivel de cobertura obtenido por Lister et 
al. (234, 237) requiere el uso de aproximaciones extremadamente masivas, 
tales como WGBS, cosa que representa un reto excepcional que limita su 
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aplicabilidad a tan solo un número reducido de muestras. En este escenario, 
una aproximación ligeramente incompleta representa una opción más 
eficiente. Por otro lado, el uso conjunto de varias técnicas basadas en 
reducción de la complejidad, como sería el uso de varias dianas de restricción, 
puede permitir una captura mucho mayor de elementos. La utilización de 
herramientas bioinformáticas, previamente al estudio experimental, permitiría 
encontrar los conjuntos de enzimas de restricción adecuados. 
 
No obstante, es importante considerar la posible aparición de sesgos en la 
composición de bases y en el tamaño de los fragmentos, en la aplicación 
masiva de aproximaciones basadas en HpaII. Sin embargo, otros estudios ya 
han analizado estos problemas demostrando que tienen un impacto mínimo 
en los resultados (275).  
 
Por otro lado, cuando se analizaron las distintas características de las islas 
CpG no se observó ningún sesgo significativo que pudiera afectar a la 
representatividad de los sitios HpaII. Únicamente se encontró, en las células 
H1, una mayor frecuencia de sitios discordantes en aquellas islas CpG de 
mayor tamaño y con un número más alto de dinucleótidos CpG (Figura 33). 
Sin embargo, este sesgo no se asoció con la posición de la diana HpaII dentro 
de la isla CpG (cerca o lejos de los límites). Se puede especular que gran parte 
de las discrepancias observadas en células H1, sean debidas a la abundancia 
relativa de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) en las regiones promotoras de 
genes regulados durante el desarrollo en células madre embrionarias (278). La 
5hmC, que no puede ser distinguida de una citosina metilada mediante 
secuenciación por bisulfito, es considerada un estado transitorio en la 
desmetilación activa (279) y por tanto, es más probable que confiera un perfil 
de metilación más heterogéneo a las islas CpG.  
 
Finalmente, cabe destacar que el nivel de metilación de la diana HpaII parece 
exagerar el estado de metilación de la isla CpG en islas metiladas (Figura 25), 
mientras que en islas CpG desmetiladas no se observó ningún sesgo. Esta sutil 
sobreestimación de la metilación deja de observarse cuando se utiliza la media 
de todas las dianas HpaII. 
 
Posibles futuras aplicaciones 
Como ya se ha mencionado, la metodología aquí presentada puede ampliarse 
a diseños que se basen en el uso de varias enzimas de restricción. Sin embargo, 
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no está limitada únicamente a estrategias basadas en endonucleasas sino que 
también puede ser aplicada al diseño de otras estrategias de reducción de la 
complejidad. Por ejemplo, la información de la representatividad del sitio 
CpG, en relación a su respectivo elemento genómico, puede ayudar en el 
diseño y selección de sondas específicas para el análisis de la metilación, 
mediante hibridación con microarrays de ADN transformado con bisulfito (p. 
ej. la plataforma Infinium de Illumina). 
 
Por otro lado, y aunque en este trabajo se ha limitado al análisis de islas CpG, 
dado su importante papel funcional en la regulación génica, las dianas HpaII 
son también frecuentes fuera de las islas CpG. Esto permite que otros 
elementos genómicos puedan ser analizados mediante estrategias similares, 
siempre que muestren perfiles de metilación homogéneos. Un ejemplo 
podrían ser las CpG island shores. Actualmente, éstas se definen como 
regiones de unas 2000 pb alrededor de las islas (277). Se ha observado que en 
los procesos de diferenciación celular y cáncer, los perfiles de metilación de las 
CpG island shores parecen ser más plásticos que los de las islas CpG (254, 277), 
convirtiéndose en el objetivo preferido en estudios genómicos.  
 
Adicionalmente, a medida que aparecen nuevos metilomas para diferentes 
tipos celulares, se puede extender esta estrategia a la evaluación de nuevos 
marcadores, representantes de otros elementos genómicos más allá de las islas 
CpG. A su vez, la homogeneidad de la metilación del ADN a lo largo de 
regiones genómicas puede contribuir a la definición de dominios epigenéticos 
desconocidos en base a perfiles de metilación característicos. Estos nuevos 
dominios podrían actuar como elementos funcionales putativos. Las células 
tumorales representan un objetivo preferente para este tipo de estudios que 
buscan zonas de regulación alternativas. No obstante, la heterogeneidad 
celular intrínseca a la mayoría de tumores añade un nivel adicional de 
dificultad en el análisis e interpretación de la metilación parcial. En tumores, 
puede coexistir la concordancia en la metilación de los sitios CpG 
pertenecientes a una misma lectura con las diferencias en la de metilación 
entre diferentes lecturas, cosa que probablemente se deba a la heterogeneidad 
celular de la muestra. 
 
En resumen, nuestros resultados proporcionan una validación global de las 
estrategias basadas en el uso de la enzima de restricción sensible a metilación 
HpaII. Esta validación puede extenderse a otras aproximaciones de reducción 
de la complejidad similares. A parte de la alta informatividad y cobertura 
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ofrecida por estas aproximaciones alternativas, su principal ventaja radica en 
la drástica reducción de costes, no únicamente en gastos asociados a la 
generación de datos (trabajo experimental) sino también en el análisis 
computacional (265, 280–282). La aplicación sistemática de métodos de 
reducción de la complejidad en combinación con microarrays o secuenciación 
masiva de nueva generación, puede aportar un fuerte apoyo a la generación de 
mapas epigenómicos con unos ratios beneficio-coste excelentes. 
 
Interés en las posiciones anómalas 
Los resultados obtenidos indican una homogeneidad general en la metilación 
del genoma humano. No obstante, a pesar de encontrarse globalmente 
metilado, también muestra patrones de metilación diferenciales entre distintos 
tipos de células. La disponibilidad de un creciente número de metilomas ha 
permitido, en los últimos años, realizar estudios comparativos entre distintas 
líneas celulares y tejidos (277). De esta forma, se han podido identificar un 
conjunto de zonas con patrones de metilación diferenciales que incluyen 
regiones específicas de tejido (T-DMRs), asociadas a enfermedades como el 
cáncer (C-DMRs) e incluso únicas de líneas celulares reprogramadas (R-
DMRs) (254). Estas regiones se han encontrado asociadas a cambios 
observados en la expresión génica entre estos tipos celulares. Cabe destacar 
que la comparación de la metilación entre muestras a nivel de base 
nucleotídica resulta necesaria para observar diferencias que pueden quedar 
enmascaradas por el uso de perfiles medios de metilación (234).  
 
En el estudio presentado se ha pretendido profundizar en el análisis de las 
diferencias locales en la metilación. Para ello se han analizado posiciones 
individuales con una metilación discordante respecto a su entorno. En 
concreto, se han evaluado aquellas que se mantienen desmetiladas cuando su 
entorno está totalmente metilados. Dada la metilación general del genoma, 
estos patrones representan anomalías que difícilmente puedan ser azarosas. El 
número de dinucleótidos CpGs que conforman las secuencias se ha 
seleccionado, de forma arbitraria, como 11. El tamaño medio de las secuencias 
obtenidas es de 1 kb. No obstante, la distancia entre las posiciones adyacentes 
a la discordante es similar a la observada en T-DMRs, inferior a 300 pb (277). 
Dada esta similitud en el tamaño puede entenderse que algunas regiones 
reportadas como DMRs estén conformadas por una única posición CpG 
discordante. 
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Al realizar la búsqueda de posiciones anómalas en los perfiles de metilación de 
H1 e IMR90 se obtuvieron un total de 8.872 y 4.882 secuencias 
respectivamente. Este valor es un número considerablemente menor al de los 
resultados obtenidos mediante el experimento de aleatoriedad 
(aproximadamente 37.000 en H1 y 25.000 en IMR90, Figura 35) y 
extremadamente bajo comparado con las 250.000 dianas HpaII informativas 
del estudio de correlación. Por otro lado, tan solo una de las posiciones 
finalmente estudiadas, tras la comparación entre líneas y el descarte mediante 
el análisis de SNPs, intersecaba con una isla CpG. Por tanto, el bajo número de 
posiciones anómalas y su baja presencia en islas, extiende la utilidad de los 
estudios basados en técnicas de reducción de la complejidad en estos 
elementos genómicos. 
 
En estudios comparativos de DMRs se ha observado una mayor correlación 
entre el estado de metilación y la expresión génica, siempre que uno de los 
puntos a comparar tenía un valor de metilación cercano a 0 (277). Por ese 
motivo, en nuestra búsqueda de posiciones anómalas diferencialmente 
metiladas entre las líneas H1 e IMR90, se han analizado únicamente los 
cambios de 0 a 1 o viceversa. De esta forma, se buscan posiciones que puedan 
representar un evento cromatínico claro. Por otro lado, el análisis posterior 
mediante lecturas reales permite obtener un listado certero de posiciones cuyo 
cambio no es debido a polimorfismos. Durante el análisis se obtuvo un 100% 
de concordancia en la asignación de SNPs con las bases de datos públicas. No 
obstante, un 63% de posiciones evaluadas como no SNPs aparecían también 
en la base de datos y habrían sido descartadas si únicamente se hubieran 
utilizado estas fuentes. Este hecho demuestra, en primer lugar, una alta 
sensibilidad de la aproximación, y en segundo, la necesidad del uso de los 
datos crudos en los estudios de posiciones individuales anómalas. 
 
Entornos epigenéticos característicos de las posiciones anómalas 
Las posiciones seleccionadas, especialmente aquellas que en H1 aparecen 
metiladas y en IMR90 desmetiladas, muestran claros perfiles de elementos 
regulatorios observados en anteriores estudios asociados a DMRs (4, 283). El 
enriquecimiento en zonas de hipersensibilidad a DNAsa I, así como los 
estados cromatínicos asociados, indica que se trata de regiones de cromatina 
accesibles a la maquinaria transcripcional. Los estados cromatínicos 
considerados integran un conjunto de marcas epigenéticas para establecer la 
posible funcionalidad de la región (136, 247). En nuestros análisis de las 
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posiciones anómalas, los estados que observamos muestran un 
empobrecimiento en marcas de inactividad, especialmente aquellas que 
definen la heterocromatina, y un enriquecimiento en estados relacionados con 
la transcripción. Estos resultados indican que a pesar de encontrarse el resto 
de la secuencia metilada, las posiciones anómalas se encuentran en regiones de 
alta actividad transcripcional. Es posible hipotetizar entonces, que la posición 
anómala desmetilada sea resultado de una actividad regulatoria diferencial en 
la región. 
 
Por otro lado, la unión de factores de transcripción es una de las 
características de zonas implicadas en la regulación genética. Los resultados 
conjuntos del estudio in silico de motivos de secuencia y de los datos 
ENCODE de ChIP-Seq muestran una alta prevalencia en factores de 
transcripción implicados en diferenciación celular, como FOX, GATA, JUN y 
FOS. Recientemente se ha reportado la implicación de estos factores 
regulando zonas de hipometilación (283). Es posible que las posiciones 
anómalas del estudio presentado puedan estar siguiendo una regulación 
similar. No obstante, cabe mencionar que algunos factores como JUN y FOS 
se asocian frecuentemente de forma conjunta por lo que es esperable que 
ambos aparezcan enriquecidos. Adicionalmente, el estudio directo de las 
secuencias ha mostrado la presencia de lugares de unión para PAX5, un 
importante factor de transcripción regulador del desarrollo. Además, se 
observa un enriquecimiento en EP300, un coactivador de la transcripción, que 
junto a la hipersensibilidad a DNAsa I y la presencia de RNA Pol II son 
marcas de regiones asociadas a enhancers (284). 
 
Este conjunto de características estudiadas: modificaciones de histonas 
(integradas en estados cromatínicos), hipersensibilidad a DNAsa I, metilación 
del ADN y ocupación por factores de transcripción definen estructuras 
cromatínicas asociadas a elementos funcionales no codificantes (143, 144, 
285–294). Dada la asociación observada, las posiciones anómalas podrían ser 
indicadoras de este tipo de regiones regulatorias. 
 
Efecto sobre la expresión génica 
El análisis de expresión génica realizado muestra interesantes resultados. Por 
un lado, los genes MMP1 (Matrix metalloproteinase-1) y ALCAM (Activated 
leukocyte adhesion molecule) se han descrito activos en fibroblastos. 
Especialmente MMP1, también denominada colagenasa de fibroblastos, cuya 
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función es la degradación del colágeno de la matriz extracelular. En 
concordancia a esta información, podemos observar en la Tabla 10 un 
importante aumento de la expresión entre H1 e IMR90. Interesantemente, 
este aumento de la expresión es acorde a la desmetilación de la posición 
anómala. Esto es especialmente relevante en el caso de MMP1, donde la 
distancia entre la posición anómala y el TSS es de tan solo 266 pb. 
 
Por otro lado, aparecen en la lista genes que se han asociado a diferentes tipos 
de cáncer. Tanto MITF como ALCAM se han relacionado con melanomas 
(257–259). MITF tiene efectos protumorigénicos a través de los genes que 
regula y en el caso de los melanomas juega un papel crucial en su progresión 
por tratarse de genes relacionados con invasión, migración y metástasis. Por 
su lado, ALCAM se relaciona con otros numerosos tipos de cáncer debido a su 
implicación en la adherencia celular (295) e incluso se ha propuesto su uso 
como marcador en células madres tumorales (296, 297). 
 
Cabe destacar que el cambio más pronunciado se produce en el gen SNRPG, 
una proteína que forma parte del núcleo estructural de las snRNPs (small 
nuclear ribonucleoproteins), un conjunto de proteínas que, junto a otras, 
forma el espliceosoma, un complejo encargado de la maduración del ARN, 
una función primordial en la regulación transcripcional. 
 
Finalmente, una de las posiciones anómalas se encuentra en el cuerpo génico 
de CPSF2 (cleavage and polyadenilation specificity factor subunit 2) aunque el 
TSS más cercano pertenece a NDUFB1. A pesar de que no se conoce el papel 
que juega en el cáncer, CPSF2 se ha descrito recientemente como un indicador 
de pronóstico en pacientes con carcinoma de tiroides papilar (255, 256). 
Observamos por tanto como algunas de las posiciones anómalas descritas se 
sitúan cerca o incluso dentro de genes con una alta importancia clínica. 
 
En resumen, se han encontrado secuencias anómalas de metilación que 
presentan comportamientos similares a los observados anteriormente en 
DMRs. Éstas fueron identificados basándose únicamente en el perfil de 
metilación, destacando posiciones con valores discordantes respecto las 
posiciones de su entorno inmediato. Estas posiciones presentan características 
asociadas a zonas de alta actividad transcripcional y pueden representar 
puntos de regulación génica. Además, algunas de ellas se sitúan cerca de genes 
importantes en la regulación de enfermedades, como el cáncer. Aunque aún 
son necesarias validaciones experimentales, aproximaciones in silico como la 
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aquí presentada permiten encontrar posiciones de discordancia epigenética 
que pueden representar dominios funcionales putativos. 
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 Hemos desarrollado una metodología que permite evaluar la exactitud 
de las estrategias de análisis de metilación, basadas en el uso de la 
enzima de restricción sensible a metilación HpaII. Esta metodología 
puede extenderse a otras aproximaciones de reducción de la 
complejidad. 
 
 
 
 El 97% de las islas CpG analizadas mostraban una excelente 
correlación de su coeficiente de metilación con sus dianas HpaII. 
 
 
 
 La comparación de perfiles de metilación de dos líneas celulares ha 
permitido identificar 297 posiciones con un estado de metilación 
divergente respecto al de los dinucleótidos CpG adyacentes. 
 
 
 
 Las CpGs con metilación anómala respecto a su entorno se localizan 
en cromatina accesible y presentan enriquecimiento en marcas de 
cromatina activa y lugares de unión de factores de transcripción, lo 
que sugiere una funcionalidad intrínseca. 
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ABSTRACT
Methylation of a CpG island is a faithful marker of
silencing of its associated gene. Different appro-
aches report the methylation status of a CpG
island based on the determination of one or a few
CpG sites by assuming the homogeneity of methy-
lation along the element. This strategy is frequently
applied in both locus-specific and genome-wide
studies, but often without a validation of the repre-
sentativeness of the interrogated CpG site com-
pared with the whole element. We have evaluated
the predictive informativeness of the HpaII sites
located in CpG islands using data from high-
resolution methylome maps, which offer the possi-
bility to assess the methylation homogeneity of each
CpG island and to determine the reporter accuracy
of single sites as surrogate markers. An excellent
correlation was observed between the HpaII and
CpG island methylation levels (r> 0.93). At the quali-
tative level, the predictive sensitivity of HpaII was
>95% with >92% specificity for methylated CpG
islands and >90% sensitivity with >95% specificity
for unmethylated CpG islands. This analysis provides
a global validation framework for strategies based
on the use of the methylation-sensitive HpaII restric-
tion enzyme.
INTRODUCTION
Epigenetic information is encoded as a heritable combin-
ation of chemical modiﬁcations of both DNA and its
packaging histones (1,2). Methylation of the cytosine
base within the CpG dinucleotide is the main epigenetic
modiﬁcation of the DNA in mammals (3,4). Most of the
human genome is CpG depleted. However, this dinucleo-
tide can be found at close to its expected frequency in
small genomic regions (200 bp to a few kb) known as
CpG islands (5,6). These areas are usually ‘protected’
from methylation and are located in the proximal
promoter regions of 75% of human genes (3,4,7).
Methylated CpG islands are strongly and hereditably re-
pressed (4). Therefore, DNA methylation has been con-
sidered as a mark for long-term inactivation (4,8,9). DNA
methylation patterns are characteristic of developmental
stages and cell differentiation and are also intrinsically
associated with multiple pathologies, being cancer a prom-
inent example (3,10–12).
The epigenomic landscape varies markedly across tissue
types and between individuals (13,14). Hence, there is not
a single reference map, what represents an extraordinary
challenge not only for experiment design but also for data
management, analysis and interpretation. A considerable
effort has been made in the last years to obtain
genome-scale maps of DNA methylation and other epi-
genetic marks in different cell types (15–17). Ambitious
initiatives, i.e. the NIH Roadmap Epigenomics Mapping
Consortium (www.roadmapepigenomics.org), the Human
Epigenome Project (www.epigenome.org) and the
Blueprint project (http://www.blueprint-epigenome.eu)
are addressed to map DNA methylation, histone modiﬁ-
cations and other chromatin features in different cell and
tissue types.
A large number of methodologies have been developed
for the analysis of DNA methylation at different genomic
scales (reviewed in (3,11,18,19)). All data generated until
now have been obtained using techniques based on one of
these three principles: methylation-sensitive endonucle-
ases, bisulﬁte conversion or puriﬁcation of methylated
DNA by afﬁnity/speciﬁc antibodies (18). Besides direct
sequencing of bisulﬁte converted DNA, which is
probably the reference method (20), an extraordinary cor-
nucopia of techniques has found a niche in the Epigenetics
labs. This is due to the relatively homogeneous distribu-
tion of DNA methylation (or unmethylation) within
deﬁnite genomic elements. Prominent examples are CpG
islands and repeat sequences in which most CpG sites
within the element show similar levels of DNA methyla-
tion. This uniformity allows the extrapolation of the
analysis of a single site or a few sites to the whole CpG
island or repeat element. In the foremost studies, this
property was instrumental to reveal the global alterations
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of DNA methylation proﬁles in cancer cells (21,22). Still
nowadays, the analysis of a single CpG site or a few CpG
sites as surrogate indicators of the DNA methylation
status of the corresponding element is the most prevalent
strategy in epigenetic studies at different scales. These
approaches are based on either the enzymatic digestion
using speciﬁc restriction endonucleases or the bisulﬁte
transformation and offer the advantage of high through-
put, high sensitivity and relative simplicity of data analysis
(18,23).
Most of the studies that use surrogate markers perform
some kind of validation and make a global estimation of
technique’s accuracy. On the other hand, the post-hoc
analysis of massive data rarely includes the recognition
of bona ﬁde and counterfeit sites which precludes the
direct comparison of data generated with different
approaches beyond the small subset of elements validated
independently. Recent advances in sequencing methods
and the development of bioinformatic tools have
allowed the generation of single-base resolution maps of
human methylomes (24–30). The generation of these high-
resolution DNA methylation maps for different cell types,
including pathological situations, is likely to represent a
milestone in epigenetic studies of similar impact as the
sequencing of the human genome. However, an indiscrim-
inate application of such approaches to most DNA methy-
lation studies is nowadays unfeasible.
Assuming that bisulﬁte sequencing is today’s gold
standard in DNA methylation analysis and using pub-
lished results at the genome scale (25,26) as the reference
map, we have examined the accuracy of using single CpG
sites as surrogate markers for the predeﬁned CpG islands.
For pragmatic reasons we report here the analysis of the
CpG within the HpaII (CCGG) restriction site, frequently
used in genome-scale approaches (11,18). However, other
sites may be easily analysed in the same way with our
pipeline.
MATERIALS AND METHODS
DNA methylation data acquisition
Data were obtained from two studies, both whole-genome
single-base resolution measurements of the methylation by
high-throughput bisulﬁte sequencing. Together they
provide data from H1 human embryonic stem cells,
IMR90 fetal lung ﬁbroblasts, ADS female adipose stem
cells (ADSC) and adipocytes derived from ADSC
(ADS-Adi) (25,26). These studies generated 1.16, 1.18,
1.10 and 1.13 billion reads for H1, IMR90, ADSC and
ADS-Adi, respectively (ADSC and ADS-Adi reported
reads were originally paired-end reads but they were
uncoupled and treated as single reads in this analysis).
The HpaII-CpG island methylation correlation was also
analysed in cell lines: iPSC derived from ADSC
(ADS-iPSC), three iPSC lines derived from foreskin ﬁbro-
blasts (FF-iPSC 6.9, FF-iPSC 19.7, FF-iPSC 19.11), H9
human embryonic stem cells and iPSC derived from
IMR90 ﬁbroblasts (IMR90-iPSC) (26). All reads were
aligned to the human reference sequence (NCBI build
36/hg18) using the Bowtie program (31). Reads were
downloaded from http://neomorph.salk.edu/human_
methylome/data.html (H1 and IMR90) and http://neo
morph.salk.edu/ips_methylomes/data.html (rest of cell
lines), processed to be SAM-like, transformed to the
BAM format and indexed using the C++ program
SAMTOOLS (32).
The genomic coordinates of the CpG islands (deﬁned
according classical criteria (5): GC content of 50% or
greater, length >200 bp, and a ratio >0.6 of observed
number of CpG dinucleotides to the expected number)
and the human genome sequence were downloaded
from the UCSC Genome Browser, version hg18 (33).
Additional analyses were also performed using CpG
islands annotated using experimental (34) and bioinfor-
matic criteria (35). Only reads overlapping fully or par-
tially with these positions were considered (Supplementary
Table S1). HpaII positions and CpG islands sequences
were obtained by processing the human genome with
Perl scripts. Each HpaII was assigned to the correspond-
ing CpG island using the ‘intersectBed’ function from
BEDTOOLS suite (36). A scheme of the data acquisition
and processing is shown in Supplementary Figure 1A.
Methylation coefﬁcient calculation
The methylation coefﬁcient was calculated for CpG
islands (ßC) and HpaII restriction sites (ßH) using a
Python script (available from the authors upon request).
In the sequence reads, unmethylated cytosines are
visualized as thymines (T) due to the bisulﬁte conversion
whereas methylated cytosines remain untransformed (C).
Hence, the coefﬁcient was deﬁned as the ratio between the
number of cytosines and the total number of cytosines and
thymines (no. of C / (no. of C+no. of T) (Supplementary
Figure 1B). This deﬁnition is equivalent to the ß value
used in methylation arrays (37) and ranges from 0
(no methylation) to 1 (fully unmethylated). The CpG
dinucleotide includes two cytosines, each one on one
strand, and reads can cover differently each of them
(i.e. if all reads covering a CpG are 50 to 30, only informa-
tion of one cytosine is provided). For that reason, each
cytosine within a CpG dinucleotide was processed as an
individual genomic position and a methylation coefﬁcient
was assigned to it. Our Python script ﬁrstly scans each
CpG island sequence for CG motif. Once found, it
assigns the corresponding nucleotides for that position
using the python library pysam and according to reads
already indexed (Supplementary Figure S1) and taking
into account both Watson and Crick DNA strands.
Positions with <5 reads were discarded as they were con-
sidered not informative enough. In order to use only pos-
itions with trustable methylation information, an
additional ﬁlter was added: positions with <5 C+T
were also discarded. With these ﬁlters we obtain the
same coverage as reported in a previous analysis (23).
Mean and standard deviation (SD) values were obtained
for each CpG island taking into account only the valid
positions. Only CpG islands with a minimum of inform-
ativeness (>25% CpG sites covered by at least 5 reads
each) were considered, what resulted in a minimum of
10 693 informative CpG islands for the H1 cell line and
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more than 26 000 for the ADS-Adi samples (Supple-
mentary Table S1). The total number of HpaII sites
included in the analysis ranged from 32 153 for the H1
cells to more than 250 000 in ADS-Adi (Supplementary
Table S1). A second analysis was also performed for all
CpG islands covered with at least one informative position
to check for the robustness of the reporter informativeness
when limited coverage is obtained. When the informative-
ness restrictions were eliminated, more than 21 000 CpG
islands contained at least one HpaII site covered by at
least 5 reads (Supplementary Table S1). It is worth to
note that the numeric differences between the pairs
H1/IMR90 and ADSC/ADS-Adi are caused by the differ-
ent read coverage between the two studies. Scripts are
available upon request.
A number of CpG islands contained more than one
HpaII site in the analysed sequence (Supplementary
Table S1). In these cases, the mean methylation value of
all the HpaII sites was calculated. The reporter value of
individual and mean ßH was calculated as the difference
with the respective CpG island methylation value.
A randomized set of data was generated to evaluate
possible biases due to the bimodal distribution of methy-
lation. A virtual catalog of CpG islands matching the
same size and coverage of the ones included in the study
was generated and the valid CpG sites methylation
coefﬁcient values were randomly distributed along the
CpG islands and used to calculate the corresponding ßC.
Hypothetical HpaII sites were randomly chosen matching
the actual distribution. The simulation was done with H1
and IMR90 datasets.
Data analysis
The methylation value for the CpG island and HpaII sites
together with structural and descriptive information like
genomic coordinates or O/E ratio was stored in a mySQL
Database to allow rapid retrieval and the easy establish-
ment of relationships (Supplementary Figure S1). Scripts
are available upon request. Graphs and derived calcula-
tions were generated using the statistical software R. The
jitter mode was used in scatter plots with large datasets to
improve dot visualization. The complete analysis was per-
formed with the subset of CpG islands with high coverage
(Supplementary Table S1) and all the CpG islands repre-
sented by at least one sequence read. Most analyses
produced identical or very similar results when the
ﬁltered (high coverage) or the unﬁltered sets were used.
For simplicity, only data generated using the ﬁltered set
are shown here, except for those cases in which different
distributions were observed (Supplementary Figure S2).
RESULTS
Characterization of CpG island DNA methylation internal
heterogeneity
The ßC showed a bimodal distribution with most values
near 0 (fully unmethylated) or 1 (fully methylated) with
some intermediate values (Supplementary Figure S2), and
conﬁrming the enrichment for methylated CpG islands in
the H1 cells as compared with the other cell lines as
reported (25). Interestingly, this difference disappears
when all CpG islands with at least one sequence read
were included in the analysis (Supplementary Figure S2).
This indicates a methylation dependent bias in the
coverage of CpG islands in the H1 sample as methylated
CpG islands are better covered than unmethylated ones.
CpG island methylation heterogeneity was represented
as the SD of the methylation coefﬁcient among the CpG
dinucleotides contained in a CpG island (Figure 1). As a
whole, the greatest variability was observed for a small
population of CpG islands with intermediate methylation
values indicating alternative methylation status of individ-
ual CpG positions rather than a homogeneous intermedi-
ate methylation level of the CpG sites. Next, we explored
the distribution of variability according to the methylation
levels. As expected, methylated CpG islands exhibited
the lowest levels of internal variability (Supplementary
Figure S3). Surprisingly, unmethylated CpG islands ex-
hibited high homogeneity in H1 cells but a broader distri-
bution in the rest of samples, indicating a more relaxed
methylation proﬁle. Intermediately methylated CpG
islands exhibited higher levels of internal variability, but
once again, H1 cells showed less variability (Supplemen-
tary Figure S3). Together, these results indicate a high
homogeneity in the methylation proﬁles of methylated
CpG islands. Highly unmethylated and, especially, inter-
mediately methylated CpG islands exhibit different levels
of heterogeneity, which might suggest that, for a small
number of CpG islands, individual CpG sites may not
be representative of the global proﬁle.
HpaII site DNA methylation as a proxy of
CpG island methylation
To evaluate the predictive value of individual CpG sites
contained within a CpG island, the HpaII restriction site
was selected (CCGG) as this enzyme is used by multiple
locus-speciﬁc and genome-scale techniques. A total
of 32 153, 77 417, 249 053 and 251 516 HpaII sites
located inside the preselected CpG islands (Supplementary
Table S1) were informative in H1, IMR90, ADSC and
ADS-Adi cells, respectively. The symmetrical DNA
methylation of HpaII sites was conﬁrmed by comparing
the methylation coefﬁcient of both strands calculated sep-
arately (data not shown). Only HpaII sites with ﬁve or
more informative reads in at least one strand were con-
sidered to have high coverage and included in the analysis.
At global scale, an excellent correlation existed between
the ßH and that of its corresponding CpG island (H1,
r=0.96, P< 1015; IMR90, r=0.93, P< 1015; ADSC,
r=0.94, P< 1015; ADS-Adi, r=0.94, P< 1015)
(Figure 2). For the rest of cell lines a high correlation
was also observed (r> 0.94, Supplementary Figure S4).
Further analysis of the data revealed that, in methylated
CpG islands, HpaII sites tend to be hypermethylated (dif-
ferential methylation coefﬁcient <0) as compared with the
global methylation coefﬁcient of the respective CpG island
in all the cell lines analysed (Figure 3). In unmethylated
and intermediately methylated CpG islands no biases were
observed.
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We have applied this analysis to the CpG islands
annotated in the UCSC genome browser, as it represents
a referential source of genomic information. Nevertheless,
other studies have proposed new methods and criteria to
deﬁne CpG islands. We have considered two of these
studies, one based on the experimental capture of CpG
islands (34) and the other on the application of hidden
Markov models (35). In both cases, the high correlation
was maintained (Supplementary Figure S5). Noteworthy,
CpG islands identiﬁed experimentally (34) but not
annotated in the UCSC showed a similar correlation
even the proportion of methylated CpG islands was
higher in the newly identiﬁed CpG islands than those
overlapping with the classical deﬁnition (Supplementary
Figure S5).
As most studies on DNA methylation report data as
binary marks (methylated/unmethylated), a qualitative
evaluation of the predictive value of HpaII sites was
made. A Receiver Operating Characteristic (ROC) curve
analysis was performed to ascertain the optimal cutoff
points and accuracy (Supplementary Figure S6). In all
cases the area under the curve was above 0.95. The ßH
cutoff point for the methylated CpG islands (ßC> 0.75)
ranged from 0.40 to 0.67 (Supplementary Figure S6).
The ßH cutoff point for the unmethylated CpG islands
(ßC< 0.25) ranged from <0.34 to <0.12. Sensitivity
and speciﬁcity were 90% in all cases (Supplementary
Figure S6). An additional evaluation was performed in
which matching or unmatching scores were set when the
absolute difference between the two coefﬁcients (jßC – ßHj)
was over 0.25. Under this arbitrary criterion, 5.2% (1169
out of 32 153), 8.3% (6455 out of 77 417), 3.13% (7802 out
of 249 053) and 3.01% (7575 out of 251 516) of the HpaII
sites showed discordant results for H1, IMR90, ADSC
and ADS-Adi cells, respectively (Figure 2). When the
absolute difference value determining discordance was
set to >0.5, the proportion of unmatching data was
reduced to 0.9% (300 out of 32 153), 1.3% (1034 out of
77 417), 0.52% (1288 out of 249 053) and 0.50% (1249 out
of 251 516), respectively.
Besides the low proportion of discordant sites, a high
recurrence was observed, especially in the samples with
high coverage (Supplementary Figure S7). For instance,
the comparison of 3 samples showed an overlapping of
42% for 2 or more samples and of 16% for the 3
samples (absolute difference >0.25). This represents an
extraordinary enrichment, as the total number of inform-
ative HpaII sites was above 250 000 and the number of
discordant sites per sample is about 3%, which implies
that if discordance was randomly distributed, we would
Figure 1. Homogeneity of CpG methylation in CpG islands. The mean of all informative CpG sites located inside each CpG island (CpG island
methylation coefﬁcient, ßC) is plotted against the SD for four of the cell lines analysed in this study. Vertical dash lines delimit graph areas
containing unmethylated (ßC mean <0.25) and methylated (ßC mean >0.75) CpG islands. The numbers of points represented in each area of the
graph and the distribution histograms of both axes are shown. Illustrative DNA methylation proﬁles of CpG islands represented in each area are
displayed using lollipop diagrams, in which empty dots represent unmethylated CpG sites, whereas gray-ﬁlled dots represent partially methylated sites
and black-ﬁlled dots fully methylated sites. Only CpG islands with high coverage are displayed.
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expect about 7 HpaII sites to discordant in the 3 samples,
in front of the 2268 observed.
A randomization of CpG sites among all CpG islands
(see Materials and Methods) showed no correlation
between the hypothetical HpaII sites and the corres-
ponding CpG island (r=0.30 and r=0.22 with data
from H1 and IMR90, respectively), demonstrating that
the observed correlation is not explained by the bimodal
distribution of DNA methylation levels (Suppementary
Figure S8).
In those CpG islands with more than one informative
HpaII site, the accuracy in the prediction of ßC was
improved by using the average of all the HpaII sites
instead of a single one. As expected, mean ßH exhibited
a better correlation with CpG island methylation (r> 0.98,
Figure 2 lower panels) and the difference between actual
ßC and individual ßH was dramatically reduced when the
mean HpaII methylation was used (Figure 4). At the
qualitative level the discordant points were reduced to
1.8, 2.7, 0.95 and 0.89% in H1, IMR90, ADSC and
ADS-Adi cells, respectively (discordant points are those
with differences in the methylation coefﬁcient above
0.25). These ﬁgures were 0.2, 0.1, 0.05 and 0.04% when
the difference was set to >0.5.
As a whole, these results indicate that measurement of
DNA methylation in HpaII sites (individually or pooled)
is a good surrogate of the methylation state of the CpG
island, especially when more than one site is used per CpG
island.
Features of discordant sites
To get insights into the putative determinants of the
atypical methylation in discordant HpaII sites (those
points with an absolute difference between the ßC and
the ßH> 0.25) we explored some genomic features
(distance from the HpaII to the nearest extreme of the
CpG island, CpG island length, total number of CpG
Figure 2. Correlation plots for the methylation coefﬁcient between the HpaII and the corresponding CpG island for H1, IMR90, ADS-Adi and
ADSC samples. Dash lines delimit areas with differences >0.25 between the HpaII site and the corresponding CpG island. The numbers of points
represented in each area of the graph and the distribution histograms of both axes are shown. Upper panels show correlation for individual HpaII
sites with the respective CpG island, lower panels depict the same correlations but comparing the mean of all HpaII sites in any given CpG island.
The number of informative CpG islands for each cell line is shown in Supplementary Table S1. Plots representing additional samples and alternative
CpG island deﬁnitions are shown in Supplementary Figures S4 and S5, respectively.
Figure 3. Density plot of the difference between the CpG island methy-
lation coefﬁcient and the respective HpaII methylation coefﬁcient.
A bimodal distribution was observed in H1 cells (blue) suggesting that
a subpopulation of HpaII sites tend to be hypermethylated as compared
with the referenced CpG island. Further exploration of the distribution
according to the methylation state of the CpG island (METHYLATED,
UNMETHYLATED and INTERMEDIATE) revealed a slight hyperme-
thylation of the HpaII site (as compared with the respective CpG island)
in methylated CpG islands (METHYLATED, see arrowhead).
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positions in the CpG island and Observed versus Expected
CG ratio of the CpG island) of these sites separately for
hypermethylated and hypomethylated HpaII sites as
compared with the respective CpG island (Supplementary
Figure S9). No major differences were observed in the
distribution of these features, with the exception of a
slight increase of discordant sites (both hypo and
hypermethylated) in larger CpG islands (Supplementary
Figure S9), especially in H1 cells.
Finally, we analysed the possible occurrence of single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) affecting the CpG di-
nucleotide in the HpaII site that could explain some
discrepancies. SNP data were obtained from the dbSNP
build 135 at ftp.ncbi.nih.gov/snp. About 3% of all HpaII
sites may contain polymorphisms affecting the detection
of methylation. Discordant HpaII sites exhibited a highly
signiﬁcant enrichment of SNPs (up to 9%) as compared
with concordant sites (Supplementary Table S2), which
suggests that a fraction of the discordances may be due
to genetic variation.
DISCUSSION
Bisulﬁte sequencing is considered the gold standard in
DNA methylation analysis but it is a cumbersome proced-
ure. The reading of electropherograms is an intricate task
not free of subjective interpretations and technical biases
(38,39). Hence, the use of alternative approaches relying
on the determination of one or a few CpG sites has been a
common detour in a large number of studies reporting
differential methylation of CpG islands. Methylation-
speciﬁc PCR (MSP) is probably the most employed alter-
native method in targeted studies whereas in genome-wide
studies, methylation-sensitive restriction enzymes and
speciﬁc probes for the methylated/unmethylated
sequence are frequently used (11,18). Each method has
speciﬁc advantages and disadvantages and can be more
or less suitable depending on the application. The
features of the different methods and their performance
in relation to different parameters (i.e. amount of material
required, resolution, quantitativeness, genomic coverage,
computational cost, etc.) have been addressed in detail
elsewhere (11,18,23,40–44).
In the last couple of years, a few studies have performed
whole-genome shotgun bisulﬁte sequencing (WGSBS) of a
reduced number of human samples (24–30) providing an
excellent framework to inquire the appropriateness of other
reduced complexity approaches from a theoretical (23) and
a practical (44,45) point of view. Here we have analysed the
concordance of HpaII site methylation with that of the in-
clusive CpG island using data from two WGSBS studies in
human samples (25,26). The choice of HpaII was obvious
as it is present in 94% of CpG islands in the human genome
and together with SmaI (CCCGGG), that includes the
Figure 4. Improvement in the predictive value of HpaII methylation coefﬁcient when using the mean methylation of all HpaII sites within a CpG island.
The difference between the CpG island and the HpaII site methylation (X axis) exhibits a wider distribution as compared with the use of the mean of all
HpaII sites (Y axis) contained in the CpG island (see Supplementary Table S1 for the distribution of HpaII in the CpG islands analysed in this study).
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HpaII site (CCGG), is the most widely used methylation-
sensitive restriction enzyme for DNA methylation studies
(18,45,46). Moreover, we cannot elude historical reasons as
this site was instrumental in the discovery and initial char-
acterization of CpG islands originally recognized as HpaII
Tiny Fragment (HTF) islands (47,48).
In our analysis of Lister data, the methylation of HpaII
sites embedded in CpG islands appears as an excellent
reporter of the overall methylation of the CpG island, in
agreement with other studies using different strategies
(45). Beyond the quantitative correlation, it is important
to note that at the qualitative level (the most usual way to
report DNA methylation states), HpaII exhibited a very
high predictive value that was extremely accurate in CpG
islands containing two or more HpaII sites. The high cor-
relation appears to be independent of the global methyla-
tion levels, that were quite different among samples, and
tissue type. Moreover it is preserved in CpG islands
deﬁned by alternative criteria (34,35) and not included in
the list of the UCSC genome browser (Supplementary
Figure S5). Noteworthy, our analysis also shows that a
higher proportion of the CpG islands deﬁned by alterna-
tive criteria are methylated as compared with the
annotated in UCSC genome browser (Supplementary
Figure S5, vertical histograms). This is consistent with
the enrichment of differentially methylated regions
(DMRs) in these CpG islands (35,49). Moreover, most
of DMRs in colon cancer cells (50) overlap with CpG
islands deﬁned using hidden Markov models (35), which
expands the applicability of this approach.
A limitation in the use of HpaII is that not all CpG
islands are represented. In the human genome, 1718 out
of 28 226 (6.1%) human CpG islands do not contain a
HpaII site. Nevertheless, achieving a similar coverage by
WGSBS represents an extraordinary challenge as the one
faced in Lister et al. (25,26), that limits the application of
this kind of approach to reduced sets of samples. Other
biases as base composition and size of the fragments
should be also considered in the massive application of
approaches based on HpaII, but these issues have been
already addressed in other studies that have demonstrated
that they have a minimal impact on the results (45). When
we analysed different features of the CpG islands, no
major bias that could affect the representativeness of the
HpaII was observed, maybe with the exception of the H1
cells, in which discordant sites tended to be more frequent
in longer CpG islands with a high number of CpGs
(Supplementary Figure S9). This bias was not associated
with the position of the HpaII site within the CpG island
(near or far from the edge). We may speculate that
many of those discrepancies could be due to the relative
abundance of 5-hydroxymethylcytosine (5hmC) in the
promoter regions of developmentally regulated genes in
embryonic stem cells (51). 5hmC, that cannot be distin-
guished from methylated cytosine by bisulﬁte sequencing,
is considered to be a transitional state in active
demethylation (reviewed in (52)) and hence, it is more
likely to confer a heterogeneous methylation proﬁle to
the CpG island. Noteworthy, the methylation level of
the HpaII site appears to exaggerate the methylation
state of the CpG island in methylated CpG islands
(Figure 3), whereas in unmethylated CpG islands no
bias was observed. This subtle overestimation of methyla-
tion is no longer observed when the mean of all HpaII
sites is used (data not shown).
The procedure used by us is not limited to strategies
based on restriction enzymes but it may be also applied
for the design of reduced complexity strategies. In
example, information about the representativeness of
each CpG site in regard to the respective genomic
element may help in the design and selection of speciﬁc
probes to analyse DNA methylation using hybridization
microarrays with bisulﬁte transformed DNA (i.e. the
Inﬁnium platform from Illumina).
In this report we have limited the analysis to CpG
islands as they constitute distinct genomic elements with
an important and deﬁnite functional role in gene regula-
tion. On the other hand, HpaII sites are also frequent
outside CpG islands, implying that other genomic
elements may be also analysed using similar strategies
provided they exhibit homogeneous methylation proﬁles.
One example could be CpG island shores. Currently, CpG
island shores are deﬁned as regions within 2000 bp but not
inside CpG island (50). In cell differentiation and cancer
the methylation proﬁles of CpG island shores appear to be
more plastic than in CpG islands (49,50), becoming a pref-
erential target of genome-wide studies. The availability of
new methylomes for different cell types should allow the
evaluation of new surrogate markers amenable for other
genomic elements beyond CpG islands. In turn, homogen-
eity of DNA methylation proﬁles along genomic regions
may contribute to deﬁne previously unrecognized epigen-
etic domains as putative functional elements. Cancer cells
may represent a preferential target for this type of studies,
but the pervasive cell heterogeneity of most tumors
involves an additional level of difﬁculty in the analysis
and interpretation of partial methylation. In this case,
concordance of CpG methylation in CpG sites within
the same read may coexists with methylation heterogen-
eity between reads, what most probably should be inter-
preted as an indicator of cell heterogeneity.
In summary, our analysis provides a global validation
of strategies based on the use of the methylation-sensitive
restriction enzyme HpaII. This validation can be extended
to other similar reduced complexity approaches. Besides
the high informativeness and coverage offering these al-
ternative approaches, their principal advantage is the
drastic reduction in costs not only in expenses associated
with data generation (wet lab experiments) but also in
computational analysis (18,53–55). The systematic appli-
cation of reduced complexity methods in combination
with microarrays or next-generation sequencing in
studies that are not intended to obtain full methylomes
will thrust the generation of epigenomic maps with an
excellent beneﬁt-cost ratio.
SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online:
Supplementary Tables 1 and 2 and Supplementary
Figures 1–9.
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